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RESUMO GERAL

O concentrado protéico do soro de leite (CPS) vem sendo aplicado em diversos
produtos devido as suas propriedades funcionais. logurtes desnatados
apresentam consisténcia fragil e dessoragem, e uma das atribuicbes do CPS é de
agir como substituinte da gordura. A presente pesquisa foi dividida em quatro
estudos. No primeiro estudo objetivou-se avaliar as propriedades de textura,
retencdo de agua e aparéncia dos géis acidos de CPS. No segundo, realizou-se
uma triagem de diferentes percentuais de adicdo de proteinas e de combinagdes
de CPS e leite em p6 desnatado (LPD) na producdo de iogurte desnatado
objetivando alcancar propriedades de textura e dessoragem semelhantes as do
iogurte padrao (integral, adicionado de LPD). O terceiro estudo observou a cinética
de fermentacgao, perfil de textura, sinérese, microestrutura e analise sensorial dos
iogurtes contendo 5% de adicao de proteina pelas seguintes proporcdes de CPS e
LPD: 1:0, 1,5:0,5, 1:1, 0,5:1,5, 0:1. O objetivo do quarto estudo foi avaliar a adi¢do
do CPS na viabilidade das culturas probioticas, perfil de textura, pos-acidificacao,
e dessoragem durante o armazenamento dos iogurtes desnatados, bem como
analisar caracteristicas sensoriais dos produtos. Através dos resultados concluiu-
se que géis acidos de CPS, formulados nas maiores faixas de concentragdo
protéica, tempo e temperatura de desnaturacao tenderam a apresentar os maiores
valores de dureza, coesividade, elasticidade, gomosidade e capacidade de
retencdo de agua. No pH 4,0 os géis apresentaram-se mais elasticos, opacos,
amarelados e com maior capacidade de retencado de agua, enquanto que os géis
formados em pH 4,9 a 5,2 foram mais firmes, coesos, gomosos e brilhantes.
logurtes desnatados com perfil de textura instrumental, sinérese, propriedades
sensoriais (aparéncia, sabor, textura e impressao global) similares as do iogurte
padréo foram obtidas com a formulagéo de iogurte desnatado adicionado de 5%
de proteina, sendo a relacdo dos ingredientes LPD:CPS de 1,5:0,5. O CPS
acelerou a fermentacao dos iogurtes. A microestrutura foi muito semelhante entre
os iogurtes, embora as amostras tenham variado de 13,8 até 21,8% de sélidos
totais. Durante 0 armazenamento foram intensificadas a firmeza, gomosidade e

capacidade de retencdo de agua dos iogurtes. O iogurte com fermento probidtico
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L. acidophilus apresentou maior dessoragem, no entanto, a adicdo de CPS
compensou essa tendéncia. Nao foi observada variagdo significativa na pds-
acidificacdo dos iogurtes conferida pela adicdo de CPS. No entanto, a pds-
acidificacao foi influenciada pela quantidade de L. bulgaricus empregada. O CPS
potencializou o crescimento e viabilidade dos microrganismos L. acidophilus e B.

longum.

Palavras-chave: concentrado protéico do soro de leite, iogurte probiotico,

funcionalidade, microestrutura, analise sensorial, viabilidade dos fermentos.

XX



SUMMARY

The whey protein concentrate (WPC) has been used in several products due to its
functional properties. The fat-free yogurt shows poor consistency and syneresis
and the WPC is known as a fat substitute. The present work was divided in four
studies. The first one aimed at the evaluation of the texture profile, water holding
capacity and appearance of acid WPC gels. In the second one we did a screening
of different protein perceptual addition and combinations of WPC and skim milk
powder (SMP) to produce a fat-free yogurt with similar texture properties and
syneresis of the control (full fat yogurt with SMP addition). The third study looked at
the fermentation kinetics, texture profile, syneresis, microstructure and sensorial
analysis of yogurts with 5% protein addition in the following proportions of WPC
and SMP: 1:0, 1.5:0.5, 1:1, 0,5:1.5, 0:1. The objective of the fourth study was to
evaluate the effect of WPC addition on the probiotic cultures viability, texture
profile, postacidification and syneresis along the shelf life of fat-free yogurts; and
also, the sensory characteristics of the products. It was concluded that the WPC
acid gels, made at higher protein concentration, time and temperature of
denaturation had the tendency of been harder and more cohesive, springy,
gummy, and with better water holding capacity. At pH 4.0 the gels were springier,
yellowier and with more opacity and higher water holding capacity. On the other
hand, the gels made at pH 4.9 to 5.2 were harder, shinier, more cohesive and
gummy. The fat-free yogurts with similar instrumental texture profile, syneresis and
sensory properties (appearance, flavor, texture and overall impression) to the
control were obtained by the formulation of fat-free yogurt added by 5% protein,
with SMP:WPC at 1.5:0.5. The WPC shortened the yogurt fermentation time. The
microstructure was very similar among the yogurts, although the total solids of the
samples varied among 13.8 to 21.8%. During the storage the firmness, gumminess
and water holding capacity were intensified. The yogurt with L. acidophilus showed
more syneresis, however, the WPC addition diminished this tendency. It was not
observed a significant variation on the yogurt postacidification due WPC addition.
However postacidification was a function of concentration of L. bulgaricus added to
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the culture. The WPC intensified the growth and viability of L. acidophilus and B.
longum.

Key words: whey protein concentrate, yogurt, functionality, microstructure,
sensorial evaluation and starters viability.
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INTRODUCAO

Modificagbes consideraveis nos habitos alimentares das pessoas tém
ocorrido devido a mudancas no estilo de vida e particularmente pelo aumento da
consciéncia sobre dieta e saude. A industria de laticinios procurou langar no
mercado produtos de baixo teor de gordura (Hall, 1992).

O consumo de iogurte vem aumentando em varios paises do mundo,
inclusive no Brasil (Teixeira et al., 2000). O iogurte desnatado representa uma
importante parcela do mercado, especialmente consumido por individuos com
excesso de peso, dislipidemias, diabetes, cardiopatias, entre outros. A
aceitabilidade desse produto desnatado depende de sua textura e corpo que, por
conter reduzida quantidade de sélidos, necessita de estabilizantes para melhoraria
de textura e reducao da separacao de soro (Sivieri e Oliveira, 2002).

O concentrado protéico do soro de leite (CPS) vem sendo aplicado em
diversos produtos dietéticos devido as suas propriedades funcionais tecnolégicas,
entre as quais, a de agir mimetizando a gordura.

No estudo de Barrantes et al. (1994), foi observado o efeito da substituicao
de gordura por proteina do soro microparticulada, na qualidade de iogurte natural
de consisténcia firme.

Atribui-se ao CPS acao hipocolesterolémica. Beena e Prasad (1997)
observaram diminuicdo de colesterol-LDL em ratos alimentados com iogurte
fortificado com proteinas do soro de leite.

O CPS tem sido, ainda, apontado como estimulador do crescimento de
culturas laticas. No trabalho de Bury et al. (1998), a suplementagdo do meio de
cultura com CPS refletiu em acidificacdo mais rapida e aumento do numero de
células de L. bulgaricus 11842 e S. thermophilus ST20. Dave e Shah (1998),
observaram aumento acima de trés ciclos logaritmicos na contagem de
bifidobactérias nos iogurtes suplementados com CPS.

Outra tendéncia do mercado é a producao de iogurtes e leites fermentados
probidticos aos quais se atribui beneficios fisioldgicos para consumidores
regulares, devido a alteragcéo qualitativa na microflora destes individuos.



Segundo Kailasapathy e Supriadi (1996) fatores que influenciam na
microbiota intestinal sdo a dieta, uso de medicamentos (antibibticos), estresse e
idade. Epitélio intestinal integro e com microflora adequada representa uma
barreira as bactérias patogénicas, antigenos e outras substancias nocivas
(Salminen et al. 1998). Em pessoas saudaveis essa barreira é estavel, protegendo
o hospedeiro, preservando a fungao intestinal e conferindo resisténcia imunoldgica
(Holzapfel et al., 1998).

Dentre os diversos efeitos benéficos do consumo regular de iogurtes
probidticos diversos autores indicam a reducao do colesterol e da concentracao de
triglicerideos plasméticos (Arunachalam, 1999, Gilliland et al., 1995, Brasheaers e
Gilliland, 1995, Lourens-Hattingh e Viljoen, 2001, Scheinbach, 1998, Schrezenmeir
e Vrese, 2001, Shahani e Chadan, 1979).

Portanto, o consumo de um iogurte probiético desnatado adicionado de
CPS seria potencialmente recomendado para individuos com hipertrigliceridemia e
hipercolesterolemia.

Associado a funcionalidade fisiolégica do CPS atribuida pela literatura
correlata, as propriedades de melhorar a textura, diminuir a dessoragem e
aumentar a viabilidade dos fermentos probiéticos seriam de grande interesse para

a industria latica.

Objetivou-se, com a pesquisa composta por quatro experimentos

conduzidos em cascata, avaliar:

1. a influéncia das varidveis concentracdo de proteina, pH,
temperatura e tempo de desnaturacdo sobre o perfil de textura,
capacidade de retencdo de agua e aparéncia de géis acidos de
CPS, através de sistema modelo;

2. avaliar diferentes formulagcdes de iogurte desnatado adicionado de
CPS e leite em po6 desnatado (LPD) visando alcancar
propriedades de textura e sinérese semelhantes ao iogurte

integral adicionado apenas de LPD;



3. obter a curva de fermentagdo, as propriedades de textura,
retencdo de agua, capacidade tamponante, microestrutura e
propriedades sensoriais da melhor formulagédo - obtida no estudo
anterior - de iogurte desnatado; e

4. avaliar a influéncia do CPS na viabilidade das culturas &cido-
laticas e probidticas, no perfil de textura e dessoragem ao longo
da vida-de-prateleira dos iogurte.

REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. Soro de Leite

O soro de leite € um subproduto da industria de laticinios que vem
despertando o interesse de iniUmeros pesquisadores em todo o mundo devido a
sua potencialidade nutricional, funcional e econémica.

A qualidade nutricional das proteinas do soro de leite é inquestionavel. O
indice de Eficiéncia Protéica (PER) e Valor Biolégico (VB) dessas proteinas
superam o0s obtidos pelas caseinas, especialmente por serem ricas em
aminodacidos sulfurados (Antunes, 2003, Swaisgood, 1996). Atribuem-se também
as proteinas do soro de leite possiveis atividades anti-cancer, hipocolesterolémica,
anti-inflamatéria, de protecdo e reparo das células entéricas, entre outras
(Mclintosh et al., 1998). Estudos recentes apontaram ainda a¢cao imunomoduladora
(Moreno, 2002), antiulcerogénica (Rosaneli, 2002) e para os hidrolisados protéicos
acao anti-hipertensiva (Costa, 2004).

O soro de leite, na forma de concentrados protéicos, vem sendo aplicado
pela industria de alimentos na confeccao de produtos dietéticos, nos quais age
como substituinte da gordura. Um exemplo é o soro de leite microparticulado,
conhecido com o nome comercial de Simplesse® que vem sendo aplicado como
ingrediente de varios produtos light. Barrantes et al. (1994) utilizaram Simplesse

100® como substituto de gordura em iogurte natural de consisténcia firme.



As proteinas do soro apresentam inumeras propriedades funcionais de
interesse industrial. Cita-se, segundo Antunes (2003), que a B-Lg possui excelente
propriedade gelatinizante, a a-La tem a capacidade de formar espuma similar a da
clara de ovo, a lactoferrina e lactoperoxidase apresentam propriedades
bacteriostaticas.

A prética usual dos laticinios é de descartar o soro de leite, resultante da
producédo de queijos, em esgotos ou mananciais. Embora contendo ainda cerca de
0,8% de proteinas este sub-produto € muito rico em agua e lactose (~94% e 4,5%,
respectivamente) e os custos com tecnologia para concentra-lo, especialmente por
ultrafiltracdo, sao elevados. Porém, quando os laticinios investem no
aproveitamento e concentracdo do soro de leite acabam se favorecendo das
propriedades funcionais das proteinas que o compdem. O CPS pode conferir
propriedades de interesse em iogurtes, cremes de leite, manteigas, requeijoes,
entre outros, que nas versbes light apresentam custo diferenciado. Aléem de
agregar valor a nobres proteinas, diminui-se a quantidade de efluentes langados
no meio ambiente, pois o0 soro de leite é muito poluidor, devido a sua alta
demanada biolégica de oxigénio. Segundo Antunes (2003), 0,1Kg de soro possui 0
poder poluente de uma pessoa, portanto, 1 tonelada equivaleria a poluicdo gerada
por 10 mil individuos.

1.1 Classificagoes dos Concentrados Protéicos do Soro de Leite

Os concentrados protéicos de soro de leite podem ser classificados quanto
ao processo de obtengdo e quanto ao teor de proteinas, segundo as Tabelas 1 e
2, respectivamente.

O soro doce (soft) é originado da coagulacao do leite por acao da renina em
pH 6,6, na manufatura de queijo Cheddar, enquanto que o soro acido (acid) é
obtido na producéo de queijos frescos como Cream Cheese, Camembert e Petit
Suisse, apds coagulacao acida do leite e no caso do queijo Cottage, seguido de
aquecimento da massa (Cayot e Lorient, 1997).



Tabela 1. Composicao dos soros de leite in natura obtidos por acao enzimatica e

por acidificagdo do leite

Parametro Soro doce Soro acido
pH 6,3 4,6
Proteinas (%) 0,82 0,75
Lipidios (%) 0,07 0,03
_Lactose (%) 4,77 4,71
Acido latico (%) 0,15 0,55
Cinzas (%) 0,53 0,69

Fonte: Morr e Ha (1993), adaptado

O soro de leite in natura seco € denominado soro em p6 e contém em
média 12,5% de proteinas. Por ser muito rico em lactose (74%) e cinzas (8%) sua
funcionalidade tecnolégica é restrita.

Quando o percentual de proteinas atinge entre 35 e 80% sao obtidos os
concentrados protéicos de soro (CPS) e acima de 90% os isolados protéicos de
soro (IPS). Para obtencao dos CPSs sdo empregadas as técnicas de ultrafiliracao
e diafiltragdo, enquanto os IPSs sdo processados por troca idnica (Kilara, 1994).

Outras técnicas podem ser ainda aplicadas para obtencdo de soro em poé
desmineralizado, desengordurado, deslactosado, com baixa contagem de
microrganismos, entre outros (Bird, 1996, Kilara, 1994).

Tabela 2. Composicdo dos concentrados protéicos do soro com diferentes
percentuais de proteina

Concentrado protéico de soro de leite (%)

Constituintes

35 50 65 80

Umidade (%) 4,6 4,3 4,2 4,0
Proteinas (%) 36,2 52,1 63,0 81,0
Lactose (%) 46,5 30,9 21,1 3,5
Lipidios (%) 2,1 3,7 5,6 7,2

Cinzas (%) 2,1 3,7 5,6 7,2

Fonte: Kilara (1994), com adaptagdes



1.2 Caracteristicas Quimicas e Fisicas das Proteinas do Soro de Leite

Algumas das caracteristicas quimicas e fisicas das proteinas do soro de
leite estdo listadas na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas quimicas e fisicas das principais proteinas do soro de

leite bovino

. . . Albumina do soro .

Caracteristica B-lactoglobulina  a-lactoalbumina bovino Imunoglobulinas
Massa molecular (g/mol) 18.362 14.174 69.000 150.000 -
1.000.000

Total residuos/mol 162 123 582 >1000
Ligagoes dissulfidicas/mol 2 4 17 4.x
Funcao tiol/mol 1 0 1 -
Ponto Isoelétrico 5.2 45-48 47-49 5.5-8.3

Fonte: Cayot e Lorient (1997), com modificagdes.

As duas principais proteinas do soro (B-Lg e oa-La) sdo moléculas
pequenas; elas perfazem cerca de 50% e 20%, respectivamente, do total de
proteinas do soro (Cayot e Lorient, 1997).

As trés fragOes protéicas a-La, B-Lg e BSA ocorrem naturalmente no soro
como proteinas globulares organizadas em uma estrutura tridimensional
compacta, na qual as cadeias laterais de aminoacidos hidrofobicos reativos estao
localizados no interior da proteina, ficando a maior parte das cadeias laterais
polares no exterior (Aguilera, 1995). O estado conformacional globular dessas
proteinas garante que elas permanecam solUveis nos seus respectivos pontos
isoelétricos (Morr e Ha, 1993).

Dentre as principais caracteristicas das proteinas do soro, a presencga de
aminoacidos sulfurados permite que elas formem ligagbes covalentes
intermoleculares durante o processamento térmico de solugbes de CPS (Morr e
Ha, 1993). Mangino et al. (1987) observaram correlagdo positiva entre a firmeza
do gel e a quantidade de grupos SH livres. Conforme observado na Tabela 3 a
B-Lg e BSA nativas apresentam ambas um grupamento SH por mol.

As proteinas do soro de leite apresentam diversas propriedades funcionais
tecnolégicas, tais como solubilidade, gelatinizacdo, emulsificagdo, formacao de



espuma entre outros (Morr e Ha, 1993). Citam-se algumas das aplicagdes na
industria de alimentos: produtos de panificacdo, lacteos, produtos de confeitaria,
carneos, sopas, molhos para salada, alimentos infantis, bebidas para atletas e
dietas enterais (Jost et al. 1999, Gupta e Thapa, 1991).

2. logurte

No século XIX Metchnikoff postulou a “teoria da longevidade” associada ao
consumo de iogurte (Rasic & Kurmam, 1978). Embora essa teoria tenha
sobreestimado o real valor do iogurte, estimulou extensivos estudos sobre o tema.
Hoje se sabe que apenas iogurtes e leites fermentados contendo fermentos
probidticos podem ser considerados “funcionais”.

O iogurte é obtido do leite através da acdo protocooperativa das duas
bactérias homofermentativas Streptococcus salivarius ssp. thermophilus e
Lactobacilus delbrueckii ssp. bulgaricus que transformam lactose em acido latico
(Rasic e Kurmann, 1978).

O consumo de iogurte é mais vantajoso que o de leite sob alguns aspectos:
apresenta maior digestibilidade (apds a primeira hora do consumo cerca de 90%
do iogurte é digerido e apenas 30% do leite), promove absor¢cdo mais eficiente de
alguns minerais € melhora a tolerancia a lactose (Salji, 1989, Lee et al., 1988,
Shahani e Chadan, 1979). Em geral o iogurte apresenta um percentual de lactose
equivalente ao do leite, pois embora parte deste acucar seja convertido em glicose
e galactose pela acdo das culturas laticas, a adi¢cao de leite em pé para aumentar
o teor de sélidos eleva o teor de lactose. A melhora da digestibilidade deste
dissacarideo ocorre em fungdo da atividade de lactase conferida pela presenga
das culturas laticas (Deeth e Tamime, 1981).

Durante a fermentacdo do iogurte algumas vitaminas (B2, B12, C) sao
consumidas enquanto que outras (acido félico, niacina) sao sintetizadas
ativamente (Rasic e Kurmann, 1978, Deeth e Tamime, 1981).

Existe no comércio diversos tipos de iogurte. Algumas das classificacoes
sdo: iogurte de consisténcia firme (set), batido (stirred), liquido (fluid), natural,



adicionado de frutas, integral, desnatado, semi-desnatado, probidtico, etc... (Rasic

e Kurmann, 1978, Tamime e Deeth, 1980, Tamime e Robinson, 1991).

2.1 Propriedades Reoldgicas de logurte

Segundo Tamime e Deeth (1980) iogurte de consisténcia firme é obtido
quando a fermentagdo do leite € transcorrida dentro da prépria embalagem e o
iogurte produzido apresenta massa semi-solida. Por outro lado, iogurte batido é
resultante da fermentagcdo em tanques, seguida de ruptura do gel antes do
resfriamento e embalagem do produto. O iogurte liquido é considerado o iogurte
batido de baixa viscosidade (teor reduzido de sélidos totais).

Dois fatores sdo de grande influéncia nas caracteristicas de textura do
iogurte: a adicao de soélidos e o tratamento térmico (Rasic e Kurmann, 1978).

Alguns dos ingredientes que acrescidos ao leite aumentam a firmeza do
iogurte sdo: o leite em po integral ou desnatado, soro ou concentrado protéico do
soro de leite, caseinato, amido modificado, pectina, gelatina e gomas (Rasic e
Kurmann, 1978, Tamime e Robinson, 1991, De Vuyst e Degeest, 1999).

Alguns fermentos laticos produzem exopolissacarideos que desempenham
importante papel nas caracteristicas reologicas tais como textura e corpo dos
leites fermentados (De Vuyst e Degeest, 1999).

O tratamento térmico do leite promove agregacao proporcionando géis mais
firmes e diminuindo o grau de acidificacao necessario para provocar a associagao
da matriz no iogurte (Haque et al., 2001). A adsorcédo das proteinas do soro as
micelas de caseina, mediada pelo aquecimento do leite, € fundamental nas
propriedades fisicas e quimicas das micelas e consequientemente influencia na
textura do iogurte (Mottar et al., 1989).

logurtes desnatados tendem a apresentar textura mais fragil e quebradica,
portanto, a quantidade e qualidade dos sélidos acrescidos a mistura-base, bem
como o tratamento térmico subseqliente sdo de fundamental importancia para

garantir um produto de alta qualidade.



2.2 Sinérese de iogurte

Durante a fermentagao do leite o pH diminui gradualmente até cerca de 4,5,
ocorrendo desestabilizacdo das micelas que se agregam formando rede
tridimensional na qual o soro é aprisionado (Jaros et al., 2002).

Segundo Dannenberg e Kessler (1988), os rearranjos na rede produzidos
por forgas atrativas entre as moléculas de caseina ou micelas agrupadas podem
levar a formacao de ligagbes intermoleculares adicionais e conseqlientemente a
contragao do gel com expulsao de liquido. Esse fenbmeno, chamado sinérese é,
portanto, causado pela liberacdo expontanea de agua do gel acompanhada pela
reducédo do seu volume e intensificado por mudancas na temperatura, valor de pH
e fatores mecanicos (Dannenberg e Kessler, 1988).

A suscetibilidade a sinérese tende a diminuir com o aumento da matéria
sélida do iogurte (Jaros et al, 2002).

Durante o aquecimento do leite, ou preparagdes a base de leite, ocorre
desnaturacdo da P-lactoglobulina e sua associagdo com a k-caseina, presente
primordialmente na superficie da micela, através de ligagbes dissulfidicas, e
provavelmente entre o-lactoalbumina e ogp-caseina (Dalgleish,1997, Fox e
McSweeney, 1998). Com tratamento térmico do leite diminui a susceptibilidade a
sinérese dos geéis lacteos, 0 que € desejavel para produgcdo de iogurtes, mas

desfavoravel na manufatura de queijos.

2.3 Microestrutura de logurte

O iogurte de consisténcia firme apresenta estrutura tridimensional
ininterrupta composta por cadeias e agrupamentos (clusters) de micelas de
caseina, enquanto o iogurte batido é caracterizado por poucas cadeias e
quantidade maior de agrupamentos de micelas ligados por pequenas fibras
(Kalab, 1979).

O estado de solvatacdo das micelas de caseina e a extensdo da

desnaturacdo das proteinas do soro durante o aquecimento do leite sao



responsaveis por estruturas especificas desenvolvidas no iogurte (Kalab et al.
1976). Segundo esses autores estruturas mais abertas, formadas por micelas
maiores, caracterizam iogurtes mais macios e sujeitos a sinérese.

Os ingredientes adicionados a mistura-base podem conferir alteragcdes na
ultraestrutura de iogurtes. No estudo de Modler e Kalab (1983), no qual se avaliou
a estabilizacdo de iogurtes desnatados por diversos ingredientes a base de
caseina e proteinas do soro do leite por microscopia eletrénica de varredura
(SEM) e de transmissao (TEM), foram observadas diferencas entre as amostras.
Os iogurtes fortificados com leite em p6 desnatado e proteinas do leite
concentradas apresentaram as micelas de caseina unidas por poucas ligacoes;
enquanto caseinato de sodio induziu a formagdo de micelas extensivamente
coalescidas. Por outro lado, os iogurtes preparados com concentrados protéicos
do soro do leite diferiram dos demais pela presenca de espacgos intermicelares
com proteinas floculadas.

2.4 Analise Sensorial de logurte

Muir e Hunter (1992), desenvolveram um vocabulario de termos sensoriais
para avaliar iogurtes, com oito termos descritores para o odor, doze para sabor,
quatro para sabor residual e oito para textura.

Os iogurtes adicionados de agucar, mel, polpa de frutas, entre outros,
apresentam grande aceitacdo pelos consumidores em geral. Por outro lado, os
iogurtes ndo adicionados destes ingredientes — denominados naturais — s&o
consumidos por um publico mais seleto. A versao “desnatado” também apresenta
nicho restrito de mercado, geralmente entre consumidores adultos ou idosos.

Segundo Kahkoénen e Tuorila (1999), as modificacbes nas propriedades
sensoriais dos alimentos causadas pela reducdo na quantidade de gordura séo
dificeis de evitar. Os consumidores freqlientemente identificam modificacdo no
perfil sensorial e menor prazer em consumir produtos com redugéo de gordura
(Kéhkdénen e Tuorila,1999). Portanto, a aceitacdo do iogurte desnatado tende a

Ser menor.
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Além dos ingredientes adicionados a mistura-base, outros fatores podem
influir nas caracteristicas organolépticas dos produtos. No estudo de Martin et al.
(1999), foi observado efeito importante da combinagdo de fermentos lacteos,
temperatura de incubacdo e pH final nas propriedades sensoriais de iogurtes
desnatados. Segundo Marshall e Cole (1983), o leite acidificado por L. acidophilus
€ caracterizado por aroma pobre, devido ao fato desse microrganismo possuir
uma &lcool desidrogenase que converte o acetaldeido — o principal componente

do aroma de iogurte — em alcool.

2.5 logurte Probiotico

O iogurte probidtico é um iogurte “funcional”. O conceito de alimentos
funcionais provém da hipbtese de que a dieta possa controlar e modular varias
funcbes orgénicas, contribuindo para a manutencdo da saude e reduzindo o risco
de aparecimento de doencas (Borges, 2001).

As bactérias laticas classicas na producao de iogurte - S. thermophilus e L.
bulgaricus - utilizam a lactose como substrato energético com liberagcao de acido
latico. Essas culturas nao resistem as condicbes adversas do trato digestivo
(sensiveis a bile) e sdo incapazes de colonizar o intestino humano. Ao contrario,
as culturas probioticas, fornecem efeitos terapéuticos ao homem. Para isso
precisam estar viaveis no alimento durante a vida-de-prateira e serem ingeridas
com freqUéncia (Schrezenmeir e Vrese, 2001). Alguns dos microrganismos mais
utilizados para iogurtes funcionais sdo Lactobacillus acidophilus e Bifidobacteria
ssp (Tamime e Deeth, 1980).

As culturas probiéticas, por apresentarem baixa atividade proteolitica,
crescem mais vagarosamente no iogurte, fazendo-se necessario suplemento
exdgeno de peptideos e aminoacidos para seu crescimento 6timo (Shihata e
Shah, 2000). Por isso, para producao de iogurte probiético, também podem ser
incorporadas culturas laticas as quais possuem complexo sistema de proteinases
e peptidases (Shihata e Shah, 2000).
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Em humanos, as bifidobactérias sao consideradas benéficas por
produzirem acido latico, acético e pequena quantidade de acido férmico,
diminuindo o pH do célon e inibindo a proliferacdo de patégenos (Hughes e
Hoover, 1991, Ibrahim e Bezkorovainy, 1994). Bullen e Willis (1971), citados por
Fox e Flynn (1992), reportaram que criangas alimentadas exclusivamente com
leite materno apresentam pH médio nas fezes de 5,1, enquanto que das que
recebem mamadeira o valor € de 6,4. Isto se deve a microflora intestinal das
primeiras ser constituida preferencialmente de bifidobactérias (até 99%). No outro
extremo, os idosos, tendem a apresentar populacdes baixas de bifidobactérias,
enquanto que o0 numero de bactérias patogénicas - tais como coliformes,
enterobactérias e clostrideos — tende a aumentar (Shah, 1997).

Atualmente, a Organizacao Mundial da Saude (FAO/WHO, 2001), preconiza
a implementacao de estratégias alternativas para controle de patologias, medidas
tais que explorem o potencial profilatico e terapéutico das bactérias probibticas.

Existem evidéncias de beneficios relacionados ao consumo de probidticos
que estdo em fase de estudo por diversos grupos de pesquisa. Séo eles: 1)
reducdo de infecgdo por Helicobacter pylori, que esta associado a gastrites e
Ulceras pépticas (Cruchet et al.,, 2003, Marteau et al., 2001); 2) reducao de
sintomas de alergias alimentares (Salminen et al. 1998); 3) regularizacdo da
funcdo intestinal, combatendo a obstipacdo intestinal (Arunachalam, 1999); 4)
atenuacado da sindrome do intestino irritavel e doenca de Crohn (FAO/WHO, 2001,
Marteau et al., 2001, Salminen et al. 1998); 5) eliminacdo dos sintomas da
intolerancia a lactose (Lourens-Hattingh e Viljoen, 2001, Salminen et al., 1998,
Scheinbach, 1998, Vrese et al., 2001); 6) efeitos benéficos no metabolismo
mineral, particularmente na densidade e estabilidade 6ssea (Arunachalam, 1999);
7) prevencao do cancer de colon e outros tipos de cancer (Arunachalam, 1999,
FAO/WHO, 2001, Marteau et al,, 2001, Salminen et al. 1998, Wolloski, et al.,
2001); 8) reducao do colesterol e concentragao de triglicerideos plasmaticos
(Arunachalam, 1999, Gillland et al., 1985, Lourens-Hattingh e Viljoen, 2001,
Scheinbach, 1998, Schrezenmeir e Vrese, 2001, Shahani e Chadan, 1979); 9)

12



resisténcia a infecgdes do trato urogenital (Arunachalam, 1999, Reid, 2001) e
outros.

Segundo Schrezenmeir e Vrese (2001), os beneficios a saude que estao
bem estabelecidos pela literatura atualmente sédo: 1) diminuicdo da freqiéncia e
duracao da diarréia associada ao uso de antibiéticos (Clostridium dificile), infeccao
por rotavirus, quimioterapia, e, em menor grau, diarréia do viajante; 2) estimulagao
humoral e imunidade celular; e 3) diminuicdo de metabdlitos desfavoraveis como
amonia e enzimas pré-carcinogénicas do célon.

A atitude dos consumidores em relacdo as culturas probioticas é positiva
(Bruhn et al, 2002). No entanto, segundo 0s mesmos autores, o publico
consumidor gostaria que fosse veiculado nos rétulos dos produtos a quantidade e
a freqUéncia recomendada de consumo. Bruhn e Bruhn (2000), afirmam que
quantidade e freqiiéncia de consumo necessarias para garantir efeitos benéficos
esta ainda sob investigagao.
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RESUMO

A capacidade dos concentrados protéicos do soro de leite (CPS) de formar géis é
uma propriedade funcional tecnolégica de grande importancia. O objetivo deste
estudo foi avaliar a influéncia das variaveis concentracdo de proteina, pH,
temperatura e tempo de desnaturacéo, nos intervalos de 8 a 12%; 4,0 a 5,2; 81 a
89C e 15 a 27 minutos, respectivamente, no perfil de textura, capacidade de
retencao de agua e aparéncia visual dos géis acidos de CPS. O perfil de textura
foi determinado em texturbmetro TAXT2 e a capacidade de retengdo de agua
avaliada através da umidade espremivel dos géis. O delineamento estatistico foi
um planejamento fatorial 2* completo. Os géis de CPS apresentaram os maiores
valores de dureza, coesividade, elasticidade, gomosidade e capacidade de
retencdo de agua, de maneira geral, nas maiores faixas de concentragao protéica,
tempo e temperatura de desnaturacdo. Com relagao a variavel pH, géis formados
em pH 4,0 apresentaram-se mais elasticos, opacos, amarelados e com maior
capacidade de retencao de agua, enquanto que os géis formados em pH 4,9 a 5,2

foram mais firmes, coesos, gomosos e brilhantes.

Palavras-chave: concentrado protéico de soro de leite, gel, textura, retencdo de

agua, Metodologia de Superficie de Resposta.
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SUMMARY

The ability of whey protein concentrates (WPC) to form gel structures is an
important technological functional property. The aim of this study was to evaluate
the influence of protein concentration, pH, temperature and denaturation time, at 8
to 12%, 4.0 to 5.2, 81 to 89T and 15 to 27 minutes, respectively, on texture profile
and water holding capacity of WPC acid gels. The texture profile was evaluated by
a texturometer TAXT2 and water holding capacity by expressible moisture. The
statistic method applied was the factorial 2* planning. The best results of hardness,
cohesiveness, springiness, gumminess and water holding capacity were generally
obtained with the higher levels of protein concentration, temperature and
denaturation time. Concerning the variable pH, the range from 4.0 to 4.3 led to
formation of gels with higher elasticity, opacity, yellow and water holding capacity,
while samples prepared at pH 4.9 to 5.2 developed gels with higher hardness,

cohesiveness, gumminess and shine.

Key words: whey protein concentrate, gel, texture, water holding capacity, Surface
Response Methodology.
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1. INTRODUCAO

Os concentrados protéicos do soro de leite (CPS) sédo sistemas
multifuncionais que vém sendo adicionados a diversos alimentos com o objetivo
de modificar propriedades através de gelatinizagdo, aumento de viscosidade,
estabilizacdo de emulsdes ou espumas, entre outros.

A capacidade das proteinas do soro de leite de formar géis estaveis,
quando em solucdo, através do aquecimento, constitui uma importante
propriedade funcional (Morr e Ha, 1993). A reacdo inicial do processo de
gelatinizacdo envolve o enfraquecimento e quebra das pontes de hidrogénio e
dissulfidicas desestabilizando a estrutura conformacional das proteinas.
Posteriormente, ocorre polimerizagdo das moléculas de proteina produzindo uma
estrutura tridimensional capaz de imobilizar fisicamente grande parte do solvente,
através de ligagbes dissulfidicas intermoleculares, interacées hidrofébicas e
ibnicas (Mangino, 1992). A integridade fisica do gel é mantida pelo
contrabalanceamento das forgcas de atracdo e repulsdo entre as moléculas de
proteina e destas com o solvente circundante (Ziegler e Foegeding, 1990).

As propriedades dos géis de CPS induzidos termicamente sao influenciadas
por muitos fatores, tais como concentracdo de proteina, pH, temperatura e
duragcao do tratamento térmico (Mangino et al., 1987). Outros fatores, segundo
Kohnhort e Mangino (1985) sao interagdes idnicas, hidrofébicas e sulfidrilas livres.

O pH, assim como a forga i6nica, pode alterar a distribuicdo das cargas
entre as cadeias laterais das proteinas causando aumento ou diminuicdo das
interacdes proteina-proteina (Gossett et al., 1984). O CPS é composto por quatro
fracbes protéicas principais que apresentam pontos isoelétricos de 5,2 (B-
lactoglobulina), 4,2-4,5 (a-lactoalbumina), 4,7-4,9 (albumina do soro bovino) e 5,5-
8,3 (imunoglobulinas). As proteinas do soro em sua forma nativa permanecem
soluveis em seus pontos isolétricos, devido aos seus estados conformacionais
globulares e compactos (Morr e Ha, 1993). O aquecimento de solugdes de CPS
em valores de pH proximos ao ponto isoelétrico, leva a formagéo de coagulos

turbidos e sujeitos a sinérese devido as forcas atrativas intensas entre as
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moléculas protéicas, resultando em géis frageis e de reduzida elasticidade
(Brandenberg et al., 1992, Kinsella, 1984, Morr e Ha, 1993).

Figura 1.1 Modelo para formagao de géis transparentes e opacos de ovalbumina.
Fonte: Oakenfull et al., 1997.

Conforme ilustrado na Figura 1.1 a medida em que o pH se afasta do ponto
isoelétrico das proteinas em suspenséo, forgas eletrostaticas repulsivas dificultam
a formacdo de agregados ao acaso, favorecendo a formacdo de polimeros
lineares, resultando em géis translucidos (Oakenfull et al., 1997).

Com o aumento da concentragdo protéica ocorre modificacdo da textura
dos géis, resultando em aumento da firmeza e intensificando a retengéo de agua
pela matriz (Mangino, 1984, Schmidt et al., 1978). As proteinas do soro de leite
que apresentam melhores propriedades gelatinizantes sdo a B-lactoglobulina e a
albumina do soro bovino (BSA). A primeira € de 10 a 20 vezes mais abundante
nos produtos com soro lacteo sendo, portanto, considerada o principal agente
gelatinizante (Aguilera, 1995). Esta propriedade deve-se a presenca de grupos
sulfidrilas livres (Rattray e Jelen, 1997).

Durante o aquecimento de solugdes de CPS ocorre desnaturacdo das
proteinas do soro, que sdo naturalmente globulares, expondo grupamentos
reativos que poderdo se envolver em ligacbes hidrofébicas, pontes dissulfeto,
interacdes ibnicas e induzidas pelo célcio. A ordem aparente de desnaturacao das

principais proteinas do soro individualmente é: Ig>BSA>B-La>a-Lb; todavia as
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taxas de desnaturacao sao fortemente influenciadas pelo pH, composicao ibnica e
concentragcdo de sélidos totais (Morr e Ha, 1993). Temperaturas elevadas
favorecem a formacdo de géis mais firmes (Gossett et al, 1984). No entanto,
segundo os mesmos autores, o aumento da firmeza nao é fungdo linear da
temperatura.

O processo de gelatinizacao é completado pelo resfriamento da amostra em
baixas temperaturas de estocagem, continuando o processo de polimerizacao
protéica e interacdo com agua adicional através da formacado de pontes de
hidrogénio (Brandenberg et al., 1992, Morr e Ha, 1993).

Cooper et al. (1977), utilizando Metodologia de Superficie de Resposta
investigaram o efeito da concentragdo de proteinas do soro, e adicdo de NaCl,
CaCl, e sacarose na formagédo de gel. Boye et al. (1997), avaliaram o efeito do
tempo e temperatura de aquecimento, pH, concentracdo de NaCl, sacarose e
concentracdo de proteina de CPS, de marcas comerciais, nas caracteristicas de
firmeza do gel e capacidade de retencéo de agua.

Grande parte dos trabalhos publicados sobre gelatinizagdo das proteinas de
CPS enfocou faixa de pH abaixo do ponto isoelétrico das proteinas do soro
(Cooper et al., 1977, Moldler e Emmons, 1976, Shimada e Cheftel, 1988, Shimada
e Cheftel, 1989) ou acima (Mangino et al., 1987, Rattray e Jelen, 1997, Schmidt et
al., 1978, Shimada e Cheftel, 1988, Shimada e Cheftel, 1989). Neste trabalho, foi
escolhida a faixa correspondente ao pl das principais proteinas do CPS (4,0 e 5,2)
para verificar seu comportamento quando aplicado na producdo de alimentos
acidos, tais como iogurtes. O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da
concentracao de proteina, pH, temperatura e tempo de desnaturacdo sobre perfil
de textura, a capacidade de retencdo de agua e aparéncia dos géis acidos de
CPS.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais
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Amostra comercial de concentrado protéico de soro de leite (CPS) Alacen™
392 foi adquirida da empresa New Zealand Milk Products e estocada a vacuo sob
refrigeracéo (6 + 2°C). Segundo informacao do fabricante este CPS foi obtido a

partir de soro doce (pH 6-6,2), ultrafiltrado, diafiltrado e seco por spray drying.
2.2 Métodos
2.2.1 Determinacao da Composicao Quimica Basica

As matérias primas foram avaliadas quanto a sua composicao quimica
basica segundo A. O. A. C. (1996): umidade por secagem em estufa a 105C,
proteinas totais pelo método micro-Kjeldahl (% de nitrogénio total multiplicado pelo
fator 6,38), gordura pelo método Mojonnier e cinzas pelo método de incineragao
em mufla a 550C. O percentual de lactose foi deter minado por Felhing, de acordo
com Lanara (1981).

2.2.2 Gelatinizacao das Proteinas de CPS

Os geéis de CPS foram preparados segundo metodologia sugerida por
Beuschel et al. (1992), com concentragcao protéica variando entre 8 a 12%, pH
entre 4,0 a 5,2 e temperatura e tempo de desnaturagao variando entre 81 a 89°C e
15 a 27 minutos, respectivamente. O ajuste de pH foi feito pela adicao de HCI 1N.
Para remover bolhas de ar, as solugdes protéicas foram centrifugadas por 10
minutos em centrifuga Sorvall RC5C a 29 x g. Aliquotas de 10 mL de solugao
foram transferidas para tubos de vidro de 20 mm de didmetro interno, vedados
numa das extremidades por rolha de borracha e selados com plastico na outra
extremidade. Apds desnaturacdo térmica em banho-maria foram resfriadas em
banho de agua gelada por 5 minutos e armazenadas em geladeira (6 + 2C) por
20 horas. Os géis foram removidos dos tubos e amostras com 1 cm de altura
foram cortadas em seis replicatas, utilizando-se os trés resultados de menor

coeficiente de variagao para determinacao do perfil de textura.

25



2.2.3 Perfil de Textura

A avaliacdo do perfil de textura foi segundo Friedman et al. (1963),
utilizando texturémetro TA-XT2, com probe cilindrico de acrilico de fundo chato de
20 mm de didmetro e os resultados obtidos da curva forca x tempo foram
calculados pelo programa Texture Expert versao 1.11 para TPA (Texture Profile
Analysis). A curva obtida para cada amostra € resultante de dois ciclos de
compressao que sao relativos a parametros mecanicos da amostra; sendo dureza,
coesividade, elasticidade e gomosidade as caracteristicas de interesse deste
estudo. O primeiro pico expressa a dureza; coesividade é igual a area do segundo
pico divida pela area do primeiro pico; elasticidade € obtida pela diferenca entre a
distancia medida do inicio do contato com a amostra até o inicio da segunda
compressao, e uma constante obtida pela analise de um material completamente
sem elasticidade (argila); e gomosidade é produto da dureza pela coesividade
(Friedman et al, 1963). As condi¢des de medida foram padronizadas em calibre do
probe 40 mm, forca e velocidade de compressdo de 5 g e 3 mm.s’,

respectivamente.
2.2.4. Aspecto Visual

Para avaliar a aparéncia dos géis foram elaboradas as amostras dos pontos
axiais (ver ensaios 20 a 27 da Tabela 1.3), seguindo-se comparagéao visual entre
elas.

2.2.5. Capacidade de Retencdo de Agua (Umidade Espremivel)

A capacidade de retencao de agua dos géis, que consiste na quantidade de
liquido expelido de um sistema protéico pela aplicacdo de uma forca centrifuga, foi
avaliada por umidade espremivel (UE) segundo a metodologia proposta por
Jauregui et al. (1981), com modificacbes de Beuschel et al. (1992). Amostras de

gel (1 g £ 0,15) foram pesadas em papel filtro Whatman nimero 2 e centrifugadas
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a 700 x g (2500 rpm em rotor SS34, centrifuga Sorvall RC5C) por 10 minutos a
6<C. A porcentagem de umidade espremivel foi calcul ada através da diferenca em
peso entre o papel de filtro seco e Umido. Quanto maior a umidade espremivel, ou
seja, quanto maior a quantidade de liquido liberado, menor sera a capacidade de
retengdo de agua dos géis. Cada amostra foi analisada em seis replicatas,

utilizando-se os trés resultados de menor coeficiente de variacao.

2.2.6. Planejamento Experimental

Para avaliagdo das caracteristicas dos géis foi utilizado o Central
Composite Design (Box e Draper, 1987), ou Metodologia de Superficie de
Resposta.

Empregou-se um delineamento fatorial 2* completo, com 4 variaveis
independentes em 2 niveis equidistantes (-1 e 1), trés repeticbes no ponto central

(nivel 0) e acrescido de 8 pontos axiais (-o e o), onde o= + (2")"

, sendo n o
namero de variaveis independentes (Neto et al., 1995).

Na Tabela 1.1 estdo apresentadas as variaveis independentes
concentragdo de proteina do soro de leite, pH, temperatura e tempo de
desnaturagcédo em cinco niveis de variagao.

Os pontos experimentais foram escolhidos baseados na literatura que cita
temperaturas de 80 a 90C, tempos de aquecimento de 20 a 30 minutos e pH em
torno de 4,6 para o final da fermentagdo de iogurtes (Tamime e Robinson, 1991,
El-Salam, et al., 1991, Jaros et al., 2002, Bhullar, et al., 2002, Guirguis, et al,
1984).

Duggan e Washorne (2003), bem como, Capellas e Needs (2003),
aplicaram aquecimento a 85T por 20 minutos na manu fatura de iogurte; niveis

centrais das variaveis temperatura e tempo de desnaturacdo do presente trabalho.
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Tabela 1.1 Niveis e valores das varidveis independentes: concentragdo de CPS,

pH, temperatura e tempo de desnaturacao

Variaveis independentes Codificadas Niveis
- o -1 0 +1 o<
Concentracao proteina (%) p 8 9 10 11 12
Temperatura (°C) T 81 83 85 87 89
Tempo (min) t 15 18 21 24 27
pH pH 4,0 4,3 4,6 49 52

2.2.7 Analise Estatistica

Equacgbes polinomiais de segunda ordem foram ajustadas para os dados
experimentais. As variaveis nao significativas a 95% de confiang¢a foram colocadas
no residuo. O software Statistica for Windows versao V foi utilizado para calcular
os coeficientes de regressdo, andlise de variancia (ANOVA) e coeficientes de
correlacdo do modelo, bem como para gerar as superficies de resposta. A
comparagao das médias foi feita utilizando o teste de Tukey com o software SAS
(versao 8.2, 2001).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Composicao Quimica Basica

A composigao centesimal determinada do CPS foi muito semelhante aquela
expressa no rétulo do produto comercial (Tabela 1.2).

Tabela 1.2 Composicdo quimica basica do CPS Alacen™ 392 conforme o

fabricante e determinada no experimento

Parametro Expressa no rétulo Determinada .
% Y% S Ccv (O/o)
Cinzas - 2,62 + 0,02 1,06
Umidade 4,5 5,7 +0,3 5,14
Proteina 79,1 78,6 +0,6 0,81
Gordura 5,75 5,96 +0,09 1,64
Lactose 6,90 6,4 +0,10 1,73

* ¢v : coeficiente de variagao
— : ndo especificado
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3.2 Comparacao de Médias

Na Tabela 1.3 estdo expressos os valores codificados dos 27 ensaios e as
comparagbes das meédias para as respostas dureza, elasticidade, coesividade,
gomosidade e umidade espremivel, expressas em valor médio de trés repeticoes.
A variabilidade associada aos testes foi pequena, sendo aceito coeficiente de
variacdo menor de 5% para capacidade de retencado de agua e de 10% para as
medidas de textura (devido a alta sensibilidade do equipamento).

Os maiores valores de dureza foram obtidos quando o percentual de
proteina, temperatura e tempo se encontravam no nivel superior (11%, 87T e 24
minutos, respectivamente), ou seja, nos ensaios numero 8 e 16. Nestes dois
ensaios a variagcado de pH entre 4,3 e 4,9 ndo resultou em diferenga significativa
entre a dureza das amostras. Observando-se 0s pontos axiais de todas as
variaveis dependentes (ensaios 20 a 27) identificou-se diferenca significativa na
dureza dos géis quando do nivel inferior (-<) para o superior (+«) de todas as
variaveis independentes (percentual de proteina de 8 para 12%, temperatura de
81 para 89T, tempo de 15 para 27 minutos e pH de 4,0 para 5,2).

O gel mais elastico foi obtido no experimento nimero 8, no qual todas as
variaveis independentes, a exce¢ao do pH, se encontravam no nivel superior (+1).

Os extremos de coesividade dos geis foram obtidos no pH 4,9 quando
percentual de proteina, temperatura, tempo passaram respectivamente, de 9%,
83T, 18 min. (ensaio 9) para 11%, 87T, 24 min. (e nsaio 16). Embora nos pontos
axiais a passagem do nivel -o< para +o<, para todas as variaveis independentes,
tenha refletido em aumento no valor de coesividade, diferenca estatisticamente
significativa foi observada apenas nos parametros temperatura e pH.

A variagdo de gomosidade entre as amostras foi muito semelhante a de
dureza, da qual é produto (dureza x coesividade). O maior valor (78,88 + 2,94) foi
obtido no nivel +1 de todas as variaveis independentes (ensaio 16). Da mesma
forma, do nivel -« para +« (pontos axiais de todos os parametros) ocorreu
aumento estatisticamente significativo, no nivel de significancia de 95%, na

gomosidade dos géis de CPS.
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Tabela 1.3 Planejamento fatorial 2* completo e médias das respostas de firmeza, elasticidade, coesividade, gomosidade

e capacidade de retencdo de agua de géis de CPS

ENSAIO NIVEIS PERFIL DE TEXTURA CRA®
T t  pH Dureza (g) Elasticidade’ Coesividade' Gomosidade' UE (%)°

1 9 83 18 4,3 37,07 +2,17" 0,716 £0,01 ° 0,329 + 0,03 & 12,17 +0,64 " 70,81 +1,69 "8
2 11 83 18 4,3 57,86+1,57* 0,790 + 0,01 "8°PEF 0,326 + 0,00 & 18,87 +0,35 62,96 + 0,84

3 9 87 18 4,3 79,28+391" 0,823 + 0,00 "B°PE 0,327 + 0,02 ©" 25,90 +1,84' 67,02 + 2,15 °PFF
4 11 87 18 4,3 127,05+482F 0,833 +0,04"¢ 0,359 +0,01 " 4564 +0,57 FF 62,4 + 0,63 &0

5 9 83 24 43 4576 +153% 0,761 £ 0,00 °°F 0,324 +0,00 " 14,86 +0,51 % 68,55 + 1,20 BP
6 11 83 24 43 70,69+225" 0,780 + 0,01 B°*¥F 0,312 + 0,00 " 21,74 +1,23" 62,40 + 0,49 "

7 9 87 24 43 131,42+490°F° 0,886 + 0,028 0,440 + 0,00 *® 57,85 +3,01 °° 68,10 + 0,95 °°PF
8 11 87 24 43 179,46 +557" 0,901 +0,01* 0,405 + 0,00 "5°PEF 72 81 + 2,41 %8 62,03 + 0,17 &

9 9 83 18 4,9 5359+369" 0,679 0,04 F 0,231 +0,02° 12,37 +0,94 % 67,45 + 0,38 °°FF
10 11 83 18 4,9 111,78+501F 0,775 +0,06 "5 0,407 + 0,01 AB°P5F 45 24 + 231 FF 63,3 1 +1,42 &
11 9 87 18 4,9 90,56 +2,76 " 0,769 +0,02 °°F 0,411 £0,03 **°"¢ 37,20 + 1,82 " 68,67 + 0,43 5P
12 11 87 18 4,9 149,67 +5,17°5° 0,766 +0,06 °°¥ 0,461 + 0,00 "® 69,03 +1,18° 65,07 + 0,93 F©@
13 9 83 24 49 84,71+376" 0,750 +0,03 ¥ 0,423 +0,01 % 35,81 +0,59 " 68,06 + 0,75 °°PF
14 11 83 24 49 136,52 +7,22°F 0,782 + 0,04 B°°5F 0,450 + 0,00 *® 61,40 £254° 62,71 + 0,22 &
15 9 87 24 49 99,49 +240°F 0,769 +0,02 °°¥ 0,447 +0,00 "® 4454 +0,97 " 69,62 + 0,59 5P
16 11 87 24 49 170,18 +578" 0,776 +0,02 "5 0,463 + 0,00 * 78,88 +2,94 4 64,42 +0,31 ¢
17 10 85 21 46 102,90 +1,71 ¢ 0,825 +0,02"5°® 0,403 + 0,01 *B°°EF 41 49 + 1,37 F&H 67,33 £ 0,31 °°FF
18 10 85 21 46 104,26 +1,00 ¢ 0,849 +0,02"¢ 0,405 +0,00 *B°PEF 42 27 + 0,99 &+ 67,52 + 0,93 BCPEF
19 10 85 21 46 104,45 +0,98°F 0,835+0,05"%° 0,411 £0,03 "B°P5F 42 94 +4,03 "¢ 67,35 + 1,17 °PFF
20 8 85 21 46 78,79=+227" 0,763 £ 0,02 ¥ 0,362 + 0,02 PFF¢" 28,39 +2,43' 72,99 +1,63"*
21 12 85 21 46 155,22+979° 0,862 +0,01 "¢ 0,376 + 0,00 °°¥¢ 58,35 + 3,54 °° 62,13 + 1,07 "
22 10 81 21 46 53,78+4,08" 0,710 £ 0,05 &F 0,266 + 0,01 " 14,31 +0,94 % 70,30 + 0,87 "&°
23 10 89 21 46 143,50 +6,29 B 0,751 0,01 ¥ 0,420 +0,02"*°® 60,28 +3,10° 67,57 + 0,65 B°PFF
24 10 85 15 46 56,38+0,26" 0,800 + 0,02 "8 0,313 + 0,00 "' 17,67 £ 0,04 ' 66,96 + 0,86 °FF
25 10 85 27 4,6 142,55 +4,94 8P 0,761 £0,05 " 0,352 +0,01 " 50,07 +0,36 °¢ 64,43 +1,85
26 10 85 21 40 78,06+6,79" 0,813 £ 0,04 "B°PE 0,333 + 0,02 " 25,92 +2,31' 60,55 +0,74 "
27 10 85 21 5,2 127,50+0,31F 0,785 +0,02 ®°P¥F 0,435 +0,00%*¢ 55,52 +0,88 °° 69,33 + 1,22 B°P

! medidas adimensionais
2 capacidade de retencao de agua, % umidade espremivel
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente (p< 0,05)
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Conforme a ultima coluna da Tabela 1.3 identificou-se forte relacdo do
percentual de proteina com a capacidade de retencdo de agua dos géis
analisados. Comparando-se 0s ensaios nos quais o nivel de proteina passou de 9
para 11% a umidade espremivel diminuiu significativamente. O maior valor de
umidade espremivel (72,99 % = 1,07) foi obtido no ensaio 20, onde temperatura,
tempo e pH estiveram no nivel central (85T, 21 min. e 4,6) e percentual de
proteina no -a (8%). Nos pontos axiais observou-se que a capacidade de retencao
de agua aumentou no pH inferior, diferentemente das demais variaveis

independentes.

3.3 Analise de Efeitos

A andlise dos efeitos das variaveis do processo nas respostas é importante
passo no planejamento experimental. Normalmente é calculado sem considerar os
pontos axiais (fatorial de 2 niveis).

Conforme a Tabela 1.4, o efeito na dureza dos géis de CPS foi significativo
para todas as variaveis independentes e suas interagbes duas a duas, nas faixas
avaliadas, a 95% de confianca. A temperatura foi a varidvel que proporcionou
maior efeito na dureza dos géis de CPS, seguido da concentragédo de proteinas. O
estudo de Molder e Emmons (1977), confirma que a firmeza do gel de CPS é
intensificada pelo aumento na concentragéo protéica. Tempo de desnaturagéo e
pH tiveram efeitos proporcionalmente semelhantes. Quando as quatro variaveis
independentes passaram do nivel inferior (-1) para o superior (+1) ocorreu
acréscimo da dureza entre 23,48 a 52,469.

A variavel dependente elasticidade ao passar do nivel -1 para +1 na
temperatura (de 83 para 87C) apresentou aumento na ordem de 0,046, e no pH
(de 4,3 para 4,9) apresentou diminuicdo na ordem de 0,036. A concentragcao de
proteina, na faixa avaliada, ndo apresentou efeito significativo na resposta
elasticidade, confirmando resultado obtido por Ziegler e Foegeding (1990) com
géis de CPS.
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Para a coesividade apenas as variaveis temperatura e pH apresentaram
efeito significativo e positivo a 95% de confianga. O efeito mais pronunciado foi do

pH, sendo as amostras ajustadas para pH 4,9 mais coesas.

Tabela 1.4 Efeitos das variaveis concentracdo de proteina, pH, temperatura e
tempo de desnaturacdo nas respostas de dureza, elasticidade, coesividade,
gomosidade e umidade espremivel de géis de CPS

Efeitos
Variaveis

Dureza(g) Elasticidade' Coesividade’ Gomosidade' UE? (%)
principal 102,38* 0,7999* 0,3959* 41,96* 66,31*
% proteina (p)3 46,49* 0,0221 0,0127 19,99 -6,16*
temperatura (T) 52,46 0,0466* 0,0422* 24,15 -0,45
tempo (t) 25,25% 0,0171 0,0285 13,16 -0,77*
pH 23,48* -0,0359* 0,0922* 17,17 0,62*
pxT 9,9* -0,0148 0,0045 5,22* 1,25%
pxt 2,37* -0,0039 -0,0137 0,45 0,47
p x pH 9,78* -0,0099 0,007 7,16* 0,56*
Txt 8,24* 0,0181 0,0192 5,91* 1,07*
T x pH -25,31* -0,0549* -0,028 -10,24* 1,39%
tx pH -7,59* -0,0268* -0,0167 -3,76 0,3

* significativos a 95% de confianga (p<0,05)
' medidas adimensionais

2 umidade espremivel

8 concentracao de proteina

Na resposta gomosidade o aumento da concentragdo de proteina, pH,
temperatura e tempo de desnaturagdo promoveu valores significativamente
maiores.

O efeito negativo das variaveis concentragao protéica, temperatura e tempo
de desnaturagdo na capacidade de retencdo de agua ja era esperado, pois a
medida em que estas variaveis independentes aumentam, maior se torna a
capacidade da matriz protéica de reter agua, conseqlientemente menor sera a
umidade espremivel. A temperatura, no entanto, ndo refletiu em variagéo
significativa, confirmando o trabalho de Shimada e Cheftel (1988). Por outro lado,
0 aumento do pH de 4,3 para 4,9 promoveu aumento na umidade espremivel na
ordem de 0,62%.
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Desta forma, a partir da Tabela 1.4 pode-se verificar que a variavel pH foi a
mais influente no processo de gelatinizagdo das proteinas de soro de leite nas
condicbes analisadas, pois, ainda que variando em uma pequena faixa,
apresentou efeito significativo para todas as respostas. Segundo Ziegler e
Foegeding (1990) o pH € um dos principais fatores que regula as propriedades
reolégicas dos géis de CPS e IPS (isolado protéico de soro). Elofsson et al. (1997)
afirmam que na faixa de pH correspondente ao pl das principais proteinas
presentes no soro a carga na superficie da rede é proxima a zero, o que reduz a
repulsdo entre as moléculas, resultando em géis particulados. Por outro lado, em
pH fora da faixa isoelétrica aumenta a carga superficial das proteinas e forcas
repulsivas impedem a formagéo de grandes agregados (Elofsson et al.,1997).

3.4 Analise de Variancia e Coeficientes de Regressao
A Tabela 1.5 apresenta a analise de variancia (ANOVA) para o ajuste dos
modelos linear e quadratico. No apéndice A estdo as tabelas de andlise de

variancia de cada parametro.

Tabela 1.5 Andlise de variancia e coeficiente de correlagdo da dureza,

elasticidade, coesividade e umidade espremivel de géis de CPS

Dureza Elasticidade Coesividade Gomosidade UE?

Fcalculado 29,57 11,72 20,62 41,59 10,97
Fiabelado’ 2,62 2,54 3,40 2,51 2,49
Feal/ Frap 11,28 4,61 6,06 16,57 4,40
R? 0,97 0,81 0,63 0,94 0,87

#umidade espremivel
® 2 95% de confianga (p<0,05)

O teste F confere significancia estatistica ao modelo. A regressao é
estatisticamente significativa se o valor de F calculado for maior que o valor de F
tabelado (Neto et al., 2001). Observa-se na Tabela 1.5 que todos os parametros
avaliados apresentaram Fcy >Fiap. Segundo Box e Draper (1987), para que uma

regressao nao seja apenas estatisticamente significativa, mas também util para
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fins preditivos a razao entre a média quadratica da regressado e a média quadratica
do residuo (MQr/MQy, que corresponde ao Fcacuiado) deve ser no minimo 10 vezes
maior que o valor de F1 .2 (Fabelado). OS modelos para as variaveis independentes
dureza e elasticidade apresentaram bons ajustes (R®= 0,97 e 0,94,
respectivamente) e as razdes Fcaiculado/Fiabelado @0 Nivel de 5%, foram de 11,28 e
16,57, respectivamente, o que indica modelos preditivos para ambas.

Os modelos das demais respostas também apresentaram bons ajustes,
com excecgao da coesividade para a qual apenas 63% da variagdo total em torno
da média foi explicada pela regressao.

Os coeficientes de regressao das variaveis do processo, no nivel de
significancia de 5%, foram obtidos, analisados compilados na Tabela 1.6 (ver
apéndice 1 para dados complementares).

Tabela 1.6 Coeficientes de regressdao para dureza, elasticidade, coesividade,

gomosidade e umidade espremivel de géis de CPS

Coeficientes de Regressao

vei
Variavels Dureza (g) Elasticidade' Coesividade' Gomosidade' UE® (%)
principal 103,60* 0,8417* 0,4076* 42,27* 67,310*
% proteina (L32 21,86* 0,0156* 0,0054 9,14* -2,678*
% proteina (Q g 2,96* -0,0053 -0,0035 0,81 0,018
temperatura (L 2 24,96* 0,0189* 0,0269* 11,88* -0,308*
temperatura -1,62* -0,0258* -0,0100 -0,73 0,002
tempo L2 15,59* 0,0024 0,0127 7,09* -0,325*
tempo -1,41* -0,0133* -0,0126 -1,59 -0,433*
L2 11,94* -0,0143* 0,0392* 8,16" 0,872*
-0,59* -0,0087 0,0001 0,12 -0,588*
p X T 4,95* -0,0074 0,0022 2,61 0,628*
pxt 1,18* -0,0019 -0,0068 0,22 0,237
p x pH 4,89* -0,0049 0,0035 3,58* 0,281*
Txt 4,12* 0,0090 0,0096 2,95* 0,536*
T x pH -12,65* -0,0274* -0,014 -5,12* 0,697*
t x pH -3,79* -0,0134* -0,0083 -1,88 0,153

S|gn|f|cat|vos a 95% de confianca (p<0,05)
' medidas adimensionais

% umidade espremivel

variavel linear

variavel quadratica

3
4
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As variaveis lineares, quadraticas e suas interagdes duas a duas que foram
significativas a 95% de confianga fizeram parte dos modelos para compor as
superficies de resposta, sendo as demais excluidas.

Na Tabela 1.7 estdo expressas as equacdes que geraram as superficies de
resposta e curvas de contorno de géis acido de CPS.

Como pode ser observado nesta tabela todas as variaveis do processo,
bem como suas intera¢des foram significativas para a dureza dos géis, compondo
modelo quadratico. Por outro lado, na resposta coesividade apenas as variaveis
concentragcdo de proteina e pH lineares foram estatisticamente significativas
(p<0,05), resultando em modelo linear.

Tabela 1.7 Equacbes ajustadas para os efeitos das diferentes varidveis do

processo nas respostas de perfil de textura e umidade espremivel de géis de CPS

Resposta Equacdes”

Dureza 103,60+21,86[p]+2,96[p[+24,96[T]-1,62[T+15,59[t]-1,41[tF+11,94]pH]-0,59[pHI +4,95[pxT|+1,18[px{]
+4,89[pxpH]+4,12[Txt]-12,65 [TxpH]-3,79[txpH]
Elasticidade 0.84+0.015[p]+0,018[T]-0,025[T}*-0,013[t/*-0,014[pH]-0,027[TxpH]-0,013{txpH]

Coesividade 0.407+0,026[T]+0,039[pH]
Gomosidade 42:27+9,14[p]+11,88[T]+7,09[t]+8,16[oH]+2,61[pxT]+3,58[pxpH]+2,95[Txt]-5,12[ TxpH]

U. E. 67,31-5,35[p]-0,61[T]-0,65[t]-0,86[t]%+1,74[pH]-1,17[pH]? +1,25[pxT]+0,56[pxpH] +1,07[Txt]+1,39[ TxpH]

1 Umidade espremivel
2 [P], percentual de proteina; [T], temperatura; [t], tempo de aquecimento; [pH], ajuste de pH
Apenas termos com p<0,05 foram incluidos.

A relacdo entre os valores preditos pelas equacdes para dureza,
elasticidade, coesividade, gomosidade e umidade espremivel dos géis e os
valores obtidos experimentalmente estao ilustrados na Figura 1.2. Como pode ser
observado a distribuicdo aleatéria dos residuos indica que nao ocorreram erros
sistematicos ou falta de ajuste.

A partir das equacbes da Tabela 1.7 foram geradas as superficies de
resposta conforme Figuras 1.3 a 1.15.
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Figura 1.2 Valores preditos e observados de dureza (A), elasticidade (B),
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coesividade (C), gomosidade (D) e umidade espremivel (E) de géis de CPS.

37



)
o
>
g g
c 5214 ©
[ B 69,174 &
N B 86204 £
o [ 103,233 @
2 = e
- 137,
B 52,144 [ 154,323
’ I 171,353
= e -
, 205,412
[ 103,233 I above
] 120,263 .
] 137,293 Proteina (%)
[ 154,323
Il 171,353
Il 188,382
Il 205,412
Hl above
=
% £
< S
g g
N B 53235 £
o B 66858 @
2 =Fis
105
Il 53,235 - % 107,728
’ 121,351
Il 66,858 B0 134975
[ 80,481 = 148,598
[ 94,105 162,221
= s =
[ 134,975 Proteina (%)
I 148,598
Il 162,221
Il 175,844
Hl above

Figura 1.3 Superficies de resposta e curvas de contorno da concentracao de proteina em funcéo da temperatura

(A) e do tempo (B) de desnaturagédo, na dureza dos géis de CPS. (Os pares de variaveis ocultos nos graficos
foram fixados nos seus respectivos pontos centrais).

39



40



52

4,9

T b
B 77,333 o 4,6

B 89,629
[ 101,925
Il 77,333 e
I 89,629 [ 126,518 4.3
—ptie =
. 114,222 B 163.408
[ 126,518 B 175,704
[ 138,815 = ;z;z,vzm 4.0
= 151,111
I 163,408 Proteina (%)
Il 175,704
Il 188,001
Il above
B 35288
B 45,305
I 35288 B 55322
y [ 65,339
I 45,305 [ 75,357
B 55,322 [ 85374
[ 95,391
[ 65,339 =R
[ 75,357 B 115425
[ 85374 B 125443
[ 95,391 I above
Il 105,408 Tempo (min)
Il 115,425
Il 125,443
Il above

Figura 1.4 Superficies de resposta e curvas de contorno do pH em fungéo da concentragéo de proteina (C)
e do tempo (D) de desnaturacao, na dureza dos géis de CPS. (Os pares de variaveis ocultos nos graficos
foram fixados nos seus respectivos pontos centrais).
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Figura 1.5 Superficies de resposta e curvas de contorno da temperatura em fungéo do pH (E) e do tempo (F)

de desnaturacao, na dureza dos géis de CPS. (Os pares de variaveis ocultos nos graficos foram fixados nos
seus respectivos pontos centrais).
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Figura 1.6 Superficies de resposta e curvas de contorno da concentragdo de proteina em funcdo da
temperatura (G) e do tempo (H) de desnaturacao, na elasticidade dos géis de CPS. (Os pares de variaveis
ocultos nos graficos foram fixados nos seus respectivos pontos centrais).
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Figura 1.7 Superficies de resposta e curvas de contorno do pH em fungéo da concentracao de proteina (l) e
do tempo (J) de desnaturacao, na elasticidade dos géis de CPS. (Os pares de variaveis ocultos nos graficos

foram fixados nos seus respectivos pontos centrais).
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Figura 1.8 Superficies de resposta e curvas de contorno da temperatura em fungéo do pH (L) e do tempo (M) de

desnaturacéo, na elasticidade dos géis de CPS. (Os pares de variaveis ocultos nos graficos foram fixados nos
seus respectivos pontos centrais).
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Figura 1.9 Superficies de resposta e curvas de contorno do pH em funcdo da temperatura (M) de
desnaturacdo, na coesividade dos géis de CPS. (Os pares de variaveis ocultos nos graficos foram fixados
nos seus respectivos pontos centrais).
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Figura 1.10 Superficies de resposta e curvas de contorno da concentragdao de proteina em funcao da

temperatura (N) e do tempo (O) na gomosidade dos géis de CPS. (Os pares de variaveis ocultos nos
graficos foram fixados nos seus respectivos pontos centrais).
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Figura 1.11 Superficies de resposta e curvas de contorno do pH em fungao da concentragéo de proteina (P) e

da temperatura (Q) de desnaturacdo, na gomosidade dos géis de CPS. (Os pares de variaveis ocultos nos
graficos foram fixados nos seus respectivos pontos centrais).
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Figura 1.12 Superficies de resposta e curvas de contorno do tempo em funcdo do pH (R) e da temperatura

(S) de desnaturacao, na gomosidade dos géis de CPS. (Os pares de variaveis ocultos nos graficos foram
fixados nos seus respectivos pontos centrais).
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Figura 1.13 Superficies de resposta e curvas de contorno da concentracdo de proteina em funcao da
temperatura (T) e do tempo (U) de desnaturacdo, na umidade espremivel dos géis de CPS. (Os pares de
variaveis ocultos nos graficos foram fixados nos seus respectivos pontos centrais).
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Figura 1.14 Superficies de resposta e curvas de contorno do pH em funcao da concentracao de proteina (V) e
do tempo (W) de desnaturagédo, na umidade espremivel dos géis de CPS. (Os pares de varidveis ocultos nos
graficos foram fixados nos seus respectivos pontos centrais).
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Figura 1.15 Superficies de resposta e curvas de contorno da temperatura em funcao do pH (X) e do tempo
(Z) de desnaturacao, na umidade espremivel dos géis de CPS. (Os pares de variaveis ocultos nos graficos
foram fixados nos seus respectivos pontos centrais).
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Para a resposta dureza todas as interagcdes de varidveis resultaram em
superficies semelhantes (dureza maior nos niveis superiores de concentragdo de
proteina, pH, temperatura e tempo). Nas interagées do pH com tempo (Figura 1.4
D) e com temperatura (Figura 1.5 E) observa-se formacao de platd, indicando que
a firmeza dos géis contendo 10% de proteina (ponto central) ndo tendera
ultrapassar 160g entre as faixas de pH 4,9 a 5,2, tempo de 24 a 27 minutos e
temperatura de 85 a 89CT. No estudo de Shimada e Ch eftel (1989) a firmeza dos
géis (em pH 7,5) aumentaram proporcionalmente ao tempo de aquecimento,
atingindo platdé ap6s 30 minutos. Outros autores relataram platd na forga dos géis
de CPS apds 20 minutos a 90T (4% proteina e pH 7,0) e mesma tendéncia a
80T apods 40 minutos (Barbut e Foegeding, 1993).

Os géis de CPS mais firmes (acima de 205g) foram obtidos nos maiores
valores de concentragao protéica e temperatura de desnaturagcao (Figura 1.3 A).
Para o processo de gelatinizagdo das proteinas do CPS é necesséria uma
concentragcdo minima de proteinas que pode variar entre 6 -12% dependendo do
pH (Brandenberg et al., 1992) e temperatura entre as faixas de 70 a 90C (Morr e
Ha, 1993). A Figura 1.3 A é semelhante a obtida por Boye et al. (1997) que
estudaram a firmeza de géis de CPS avaliando os mesmos parametros, embora
em faixas mais amplas (10 a 30% de proteina e 65 a 90C).

Os ions célcio também influenciam na dureza dos géis de CPS. Segundo
pesquisa de Motta (2002), géis de CPSs dialisados, com 10% de proteina e pH 7,0
sem adicdo de CaCly, apresentavam valores de dureza em torno de 210 g, e
quando da adicdo de 15 mM CaCl, apresentaram dureza de 581,7 g e 627,9 ¢
para as marcas comerciais Calpro 80 e AMP 80, respectivamente.

Géis mais elasticos foram obtidos em concentragbes maiores de proteina
(acima de 11%), conforme Figuras 1.6 G e 1.6 H e 1.7 |. Embora a elasticidade
dos géis seja fortemente relacionada com a formagdao de pontes S-S
intermoleculares (Shimada e Cheftel, 1988), interagcdes hidrofébicas e
eletrostaticas predominam na rede dos géis obtidos na faixa isoelétrica de pH

(Shimada e Cheftel, 1989), pois, nesses valores de pH os grupos SH sao
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relativamente inertes, ndo contribuindo para manutencdo da estrutura do gel
(Mangino et al., 1987).

Shimada e Cheftel (1988) obtiveram pequena variagdo de elasticidade em
géis de CPS (pH 7,5) com o aumento da concentracao de proteina (de 8 para
10%) e da temperatura de desnaturagdo (75 a 135C). Ambas variaveis
independentes apresentaram efeito significativo na elasticidade dos géis no
presente trabalho, especialmente a ultima.

Faixa 6tima de elasticidade foi obtida quando tempo e temperatura
estiveram nos pontos centrais (21 minutos e 85C), conforme ilustrado na Figura
1.8 L. Observou-se, conjuntamente, que a interacdo do pH com tempo e
temperatura de desnaturacdo resultou em superficies de resposta muito
semelhantes entre si (comparar Figura 1.7 J com 1.8 K).

A coesividade relaciona-se com as forgas envolvidas nas ligagdes internas
do produto. As Unicas variaveis do processo que influenciaram significativamente
a coesividade (p<0,05) foram temperatura e pH, gerando apenas uma superficie
plana correlacionando esses dois parametros (Figura 1.9 M). A tendéncia da
coesividade foi de aumentar paralelamente ao pH e temperatura nas faixas
estudadas. O maior valor de coesividade no pH 5,2 coincide com o pl da -
lactoglobulina (que corresponde de 40 a 77% das proteinas totais do CPS),
sugerindo grande agregacdo das moléculas protéicas presentes em maior
quantidade no produto. Ribeiro (2001), avaliando através de RSM o perfil de
textura e capacidade de retengdo de agua de géis de CPS observou igualmente
que a concentracao de proteina (de 9,0 a 12%) nao influenciou na coesividade das
amostras com pH acido. Observou, no entanto, aumento da coesividade em
valores mais elevados de pH, atribuindo-o a formacao de ligacGes dissulfidicas
pela oxidagao dos grupos SH, que € favorecida nestas condigdes (Ribeiro, 2001).

As superficies de resposta e curvas de contorno da resposta gomosidade
(Figuras 1.10, 1.11 e 1.12) foram muito semelhantes as da dureza. Valores
maiores desta resposta foram obtidos nos niveis superiores dos parédmetros
concentracao de proteina, pH, temperatura e tempo de desnaturacdo. No entanto,

acima da temperatura de processamento de 87C a resposta obtida foi
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independente da variacdo de pH, na faixa estudada, resultando em valores de
gomosidade de 60 ou mais (Figura 1.11 Q). Fenbmeno semelhante ocorreu com a
dureza (Figura 1.5 E).

Os valores de umidade espremivel foram altos (cerca de 65%), indicando
baixa capacidade de retencdo de agua dos géis acidos de CPS. Motta (2002)
obteve valores em torno de 30% para géis de CPS em pH neutro.

Na faixa de pH préxima a 4,6 foi expelida grande quantidade de agua das
amostras, devido a forte agregacao protéica (Figuras 1.14 V, 1.14 W e 1.15 X).
Quando o pH se aproximou de 4,0 a umidade espremivel tendeu a diminuir.
Durante a producao de iogurte, o pH 4,6 é geralmente fixado para o término da
fermentacado, no entanto, a pés-acidificacdo durante a vida de prateleira € um
fendmeno comum. A adicdo de CPS potencializaria a capacidade de retencao de
agua dos iogurtes na medida em que o pH diminuisse, ao longo do periodo de
armazenamento.

Tempo e temperatura constituem um binémio importante no processo de
gelatinizacdo das proteinas do soro do leite. Quando as condicbes de
aquecimento sdo extremas as moléculas de proteina ndao tém tempo habil para
alinharem-se de forma organizada, resultando em agregados ou precipitados com
baixa hidratagao (Mulvihill e Kinsella, 1987).

Observando-se a Figura 1.14 V, verifica-se que pH 4,0 e concentracéo de
proteina acima de 10% favorecem melhores resultados (vale ressaltar que as
faixas de menor umidade espremivel sdo as de maior capacidade de retencao de
agua).

O total de superficies geradas foi de 25. Como apenas as variaveis
independentes pH e temperatura foram significativas para a coesividade uma
Unica superficie de resposta foi obtida para essa resposta. A andlise das
superficies de resposta e curvas de contorno levou a conclusao que existem faixas
onde as respostas sdo maximizadas ou minimizadas, conforme compilado na
Tabela 1.8 que é decorrente da interpretacéo das Figuras 1.3 a 1.15.

A maioria dos parametros encontrou resposta maxima nos niveis mais altos

das variaveis independentes (Tabela 1.8). No entanto, o pH nédo apresentou a
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mesma concordancia. Os valores proximos a 4,0 foram favoraveis a elasticidade e
ao aumento da capacidade de retengédo de agua, enquanto que préximo a pH 5,0
ocorreu aumento de dureza, coesividade e gomosidade. Para optar entre uma
faixa ou outra é recomendado, portanto, avaliar as caracteristicas de interesse no
produto. Além disso, ressalta-se que este foi um sistema modelo e em um
alimento os outros componentes apresentam grande influéncia no perfil de textura

e retencao de agua.

Tabela 1.8 Niveis das variaveis do processo correspondentes as maiores

respostas para géis acidos de CPS

Variavel Niveis .
CPS (%) Temperatura (C) Tempo (min) pH
Dureza 11-12 87-89 24-27 4,9-52
Elasticidade 11-12 85-87 21 4.0
Coesividade - 87-89 - 4,9-5,2
Gomosidade 11-12 87-89 24-27 4,9-52
CRA' 11-12 87-89 24-27 4,0

1 capacidade de retencao de agua

Para producdo de iogurte sugerem-se condigdes que aumentem a
capacidade de retencdo de agua para inibir a sinérese. Para um iogurte de
consisténcia firme (set) valores altos de dureza e de capacidade de retengcao de

agua sao sugeridos.

3.5 Aspecto Macroscépico de Géis de CPS

Os géis obtidos no ponto central (C) e nos pontos axiais do planejamento
experimental (Tabela 1.9) foram fotografados conforme ilustra a Figura 1.16.

Os géis de concentrado protéico do soro de leite obtidos em diferentes
condicdes de percentual protéico, pHs, temperaturas e tempos de tratamento

térmico apresentaram macroestrutura diversa (Figura 1.16).
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Tabela 1.9 Géis de CPS elaborados no ponto central e nos pontos axiais de

concentracao de proteina, pH, tempo e temperatura de desnaturagao

Concentracao de

Simbolo proteina (q) Temperatura (C)  Tempo (min) pH
C 10 85 21 4.6
up 8 85 21 4.6
P 12 85 21 4.6
UpH 10 85 21 4,0
M pH 10 85 21 5,2
Ut 10 81 21 4.6
Mt 10 89 21 4.6
uT 10 85 15 4.6
T 10 85 27 4.6

Figura 1.16 Aspecto dos géis de CPS no ponto central e nos pontos axiais de

concentracao de proteina, pH, temperatura e tempo de desnaturacéo
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No -o< de proteina (8%) o gel apresentou-se macio, brilhante, com bordas
regulares, mas com grande exudacado. Por outro lado, a 12% (+< ) 0 aspecto foi
de gel compacto, farinhento, opaco, mas de pequena exudagao.

A variavel pH apresentou grande variabilidade na aparéncia dos géis de
CPS. Na faixa inferior de pH (4,0), a amostra apresentou boa capacidade de reter
0 soro, opacidade e cor levemente amarelada, diferindo de todos os demais géis
que tenderam a coloragao branca. A faixa superior (pH 5,2) caracterizou-se por gel
macio, brilhante e de grande sinérese, com aspecto de “flan”.

O nivel superior de temperatura e tempo de aquecimento proporcionou géis
melhor estruturados e de menor dessoragem, comparados aos géis obtidos por
desnaturacao nas condi¢gdes mais brandas.

Com todos os parametros no ponto central, codificado como amostra C,
(contendo 10% de proteina, pH 4,6, e desnaturada a 85T por 21 minutos), o gel

apresentou-se branco, com pouco brilho e forte sinérese.

4. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos para géis acidos de CPS verificou-se:

Géis de CPS com concentragéo protéica entre 11 e 12% apresentaram-se
mais firmes, elasticos, gomosos, opacos e capazes de reter maiores quantidades
de agua quando comparados aos contendo de 8 a 10% de proteina. A coesividade
nao foi alterada de modo significativo pela concentracdo de proteina, nas faixas
avaliadas.

Quando a temperatura de desnaturacao utilizada foi entre 87 a 89T, os
géis de CPS apresentaram maior dureza, coesividade, gomosidade e capacidade
de retencdo de agua. Para obter géis mais elasticos a faixa ideal de temperatura
de desnaturacao foi de 85 a 87<C.

O tempo de aquecimento de 24 a 27 minutos resultou em géis mais firmes e
gomosos. Para a caracteristica elasticidade o tempo ideal foi de 21 minutos.
Coesividade e retencdo de agua nao encontraram correlagdo com o tempo de

aquecimento na faixa estudada.

71



Géis preparados em valores de pH préximos de 4,0 apresentaram-se mais
elasticos, opacos, amarelados e com maior retencdo de agua, enquanto que os
preparados em pH variando de 4,9 a 5,2 formaram géis mais firmes, coesos,
brilhantes e gomosos.
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SEGUNDO ESTUDO

CONCENTRADO PROTEICO DE SORO DE LEITE NA PRODUCAO
DE IOGURTE NATURAL DESNATADO DE CONSISTENCIA FIRME
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RESUMO

A aceitagado de iogurte desnatado é prejudicada pela dessoragem e baixa firmeza
do produto. O concentrado protéico de soro de leite (CPS) tem sido utilizado como
agente substituinte de gordura em produtos de reduzido teor calérico e €
alternativa interessante para aplicagdo em iogurtes, especialmente por ser de
origem latica. Avaliaram-se adicoes de 3, 4 e 5% de proteina em diferentes
combinacbdes de leite em p6 desnatado (LPD) e CPS (1:0; 1,5:0,5; 1:1; 0,5:1,5; e
0:1; proteina:proteina) na producdo de iogurte desnatado de consisténcia firme
visando alcancar propriedades de textura e dessoragem semelhante as do iogurte
integral adicionado apenas de LPD. O perfil de textura foi medido em texturémetro
TAXT2 e a suscetibilidade a sinérese obtida pela drenagem de cerca de 50 g de
iogurte sobre peneira de ago inoxidavel com malha 120 mesh. Os resultados
foram estatisticamente analisados através da comparacdo das meédias com a
utilizagéo do teste de Tukey no nivel de significancia de 5%. O iogurte desnatado
adicionado de 5% de proteina, sendo LPD:CPS na relagao de 1,5:0,5 apresentou
dureza, elasticidade, coesividade, gomosidade e sinérese equivalentes ao integral

adicionado apenas de leite em p6 desnatado, nas mesmas condigdes.

Palavras-chave: iogurte natural desnatado de consisténcia firme, concentrado

protéico do soro do leite, perfil de textura, sinérese.
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SUMMARY

Fat-free yogurt acceptability is impaired by syneresis and poor consistency. This
problem can be solved preparing the yogurt with whey protein concentrate (WPC).
The aim of the present work was to evaluate the protein addition of 3, 4 and 5% by
making blends of skim milk powder (SMP) and WPC (1:0; 1.5:0.5; 1:1; 0.5:1.5; and
0:1; protein:protein) to produce set skim yogurt, to achieve texture attributes and
syneresis similar to full-fat yogurt added only by SMP. The texture profile was
evaluated by TAXT2 texturometer and the susceptibility to syneresis by placing 50
g of yogurt in a 120-mesh stainless steel screen. The results were statistically
analyzed by Tukey’s test at 5% level of significance. The fat-free yogurt with 5% of
protein from SMP/WPC at 1.5:0.5 was similar to the control (made with whole milk
plus of SMP) in hardness, springiness, cohesiveness, gumminess and syneresis of
full-fat yogurt with addition of SMP at the same conditions.

Key words: set skim yogurt, whey protein concentrate, texture profile, syneresis.
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1. INTRODUCAO

As mais importantes propriedades estruturais de iogurtes de consisténcia
firme sado a textura do coalho e sua habilidade de imobilizar agua (Dannerberg e
Kessler, 1988).

A aceitacao do iogurte desnatado é prejudicada, entre outros motivos, pela
sua fragil consisténcia e baixa capacidade de reter o soro. No estudo de Kéhkdénen
e Tuorila (1999), foi detectada menores preferéncia e intencdo de compra para
iogurte desnatado.

Para melhorar a consisténcia/viscosidade do iogurte geralmente é feita
adicao de leite em pdé desnatado, concentracdo do leite e/ou adicdo de
concentrado protéico do soro de leite (Fox e Mcsweeney, 1998, Tamime e Deeth,
1980). Embora seja comum o0 uso de espessantes com essa finalidade, os
iogurtes chamados “naturais” devem apresentar hidrocoléides a base de proteinas
ou solidos do leite (Modler et al., 1983).

O concentrado protéico de soro (CPS) tem sido apontado como ingrediente
funcional que confere melhora de consisténcia e reduz a sinérese de iogurtes
(Guirguis et al., 1984, Maistro,1999, Augustin et al. 1999, Lima, 2001).

As quatro principais fracdes protéicas que compdem o CPS sao: B-
lactoglobulina, o-lactoalbumina, albumina do soro bovino e imunoglobulinas.
Segundo Batt (1997) a textura de iogurtes é altamente dependente da
incorporagao de B-lactoglobulina na rede. Quando o leite € aquecido entre 85 e
90T ocorre desnaturacao das proteinas do soro e a B-lactoglobulina agrega-se a
micela de caseina formando complexo com a k-caseina, protegendo a micela de
coalescéncia excessiva durante a fermentagcdo, o que favorece a formacéo de
estrutura firme com menor suscetibilidade a dessoragem (Kaldb e Emmons,1976;
Batt, 1997; Penna et al., 1997).

A produgao mundial estimada de soro de leite é de cerca de 86 milhdes de
toneladas ao ano, o que corresponde a aproximadamente 600 mil toneladas de
proteinas (Morr e Ha, 1993), sendo a maior parte dela descartada pelas industrias

sem tratamento adequado. Esse descarte, além de ecologicamente incorreto, €
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questionavel do ponto de vista social, especialmente em paises com grandes
indices de desnutricdo protéica. As proteinas do soro de leite apresentam elevado
valor nutricional, especialmente devido ao alto teor de aminoécidos sulfurados. O
estudo de suas aplicacbes pode despertar o interesse da industria de laticinios
que se beneficiaria agregando valor ao soro do leite, reduzindo a emissédo de
efluentes e melhorando as caracteristicas de produtos confeccionados (CPS pode
ser empregado como agente gelatinizante, substituinte de gordura, estabilizador
de emulsdes e espumas e outros).

No leite integral os lipidios interagem com as proteinas para formagao do
gel. Segundo Schmidt e Morris (1984), o gel lacteo consiste em rede continua de
agregados de micelas de caseina contendo globulos de gordura aprisionados.
Com a diminuicao do pH, durante o processo fermentativo, ocorre aproximacao do
ponto isoelétrico da caseina (pH 4,6 - 4,7), desencadeando maxima firmeza da
rede, que envolve os globulos de gordura e proteinas residuais do soro (Afonso e
Maia, 1999). Nao é bem elucidada, no entanto, a maneira como o CPS interage
substituindo a gordura na formagéao do gel.

O presente trabalho objetivou fazer uma triagem de percentuais de adicao
de proteina (3, 4 e 5%) e de combina¢des de concentrado protéico do soro e leite
em pd desnatado, com relagdo proteina:proteina de 1:0; 1,5:0,5; 1:1; 0,5:1,5; e
0:1, na producdo de iogurte desnatado de consisténcia firme buscando atingir

caracteristicas de textura e sinérese similares as do iogurte integral.
2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

Leite UHT desnatado e integral, e leite em p6 desnatado (LPD) de marcas
comerciais.

Concentrado protéico de soro de leite (CPS) Alacen™ 392, adquirido da
empresa NZMP (New Zealand Milk Products), obtido a partir de soro doce (pH 6-
6,8) ultrafiltrado, diafiltrado e seco por spray drying, conforme fabricante.
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Cultura mista de Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus da

marca MYE, gentilmente cedida pela Rhodia.

2.2 Métodos

2.2.1 Composigao Centesimal dos Ingredientes

As matérias primas foram analisadas quanto a sua composi¢cao quimica
basica segundo A. O. A. C. (1996): solidos totais por secagem em estufa a 105C
(leites fluidos), umidade por secagem em estufa a 105C (ingredientes em pdé),
proteina total por micro-Kjeldahl, gordura pelo método Mojonnier e cinzas pelo
método de incineragdo em mufla a 550C. O percentua | de lactose foi determinado
por Felhing, de acordo com Lanara (1981). Dos leites UHT foram determinados
ainda: pH em potenciémetro digital e acidez titulavel por titulagdo com NaOH 1 N
(Bradley et al, 1992).

2.2.2 Preparo dos logurtes

Os leites integral e desnatado foram acrescidos de 3, 4 ou 5% de proteina
por combinagdes de LPD e CPS segundo Tabela 1 e homogeneizados. Seguiu-se
aquecimento a 85T por alguns segundos (£3 s). A intencao inicial era de manter
essa temperatura por 20 minutos, no entanto, algumas amostras (com maior
propor¢do de CPS) gelatinizavam durante o tratamento térmico, inviabilizando o
processo. Posteriormente os leites foram esfriados e inoculados com fermento
latico. As culturas laticas foram reativadas no dia anterior, ou seja, adicionadas a
leite desnatado na quantidade recomendada pelo fabricante e incubadas a 43C
até pH 4,6 (+0,1) e estocadas em geladeira. Esse fermento foi empregado no
volume de 2% (v/v) a mistura-base. Seguiu-se fracionamento em copos platicos e
incubacdo a 45C até pH 4,6 (0,05). Posteriormente os iogurtes foram
armazenados sobre refrigeracdo a 6C em B.O.D..

O fluxograma de preparo das amostras esta ilustrado na Figura 2.1.
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Leite com 3, 4 ou 5% de adicao de proteina, por CPS e/ou LPD nas proporgdes
1:0; 1,5:0,5; 1:1; 0,5:1,5; e 0:1

I
Aquecimento a 85C ~3 s

Propagagéao das : |
culturas (42°C~5h) Resfriamento
|

Inoculacao a 2% (v/v)
I
Incubacéo a 45<C até pH atingir 4,6 + 0,05

I
Refrigeracédo a 6C

[
Avaliacoes

R

[ |
Sélidos Totais Perfil de Textura Sinérese

Figura 2.1: Fluxograma do preparo e avaliagdes dos iogurtes preparado por
mistura-base de leite com concentrado protéico de soro do leite e/ou leite em pd
desnatado.

2.2.3 Avaliagdes dos iogurtes

2.2.3.1 Solidos Totais

O percentual de sélidos totais dos iogurtes foi determinado por secagem em
estufa a 105 (+ 3C) até peso constante, segundo descrito A. O. A. C (1996).
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Tabela 2.1 Cédigo dos iogurtes, percentual de adicao de proteina, proporcao
(proteina:proteina) e quantidade em gramas (produto:produto) de adicéo leite em

pd desnatado (LPD) e concentrado protéico de soro (CPS)

. Adicao proteina Proporcao Adicao LPD:CPS
Cédigo do logurte 4
(%) LPD:CPS (9.100mL"" leite)
Y31 3 1:0 8,48 : 0
Y32 3 1:0 8,48:0
Y33 3 1,5:0,5 6,36 : 0,95
Y34 3 1:1 4,24 :1,90
Y35 3 0,5:1,5 2,12 :2,85
Y36 3 0:1 0: 3,81
Y41 4 1:0 11,31 :0
Y42 4 1:0 11,31:0
Y43 4 1,5:0,5 8,48 : 1,27
Y44 4 1:1 5,65 : 2,54
Y45 4 0,5:1,5 2,82 :3,81
Y46 4 0:1 0:5,09
Y51 5 1:0 13,74: 0
Y52 5 1:0 13,74 :0
Y53 5 1,5:0,5 10,30 : 1,59
Y54 5 1:1 6,87 : 3,18
Y55 5 0,5:1,5 3,43:4,77
Y56 5 0:1 0:6,36

* logurte feito com leite integral

2.2.3.2 Perfil de Textura

O perfil de textura foi avaliado segundo Rawson e Marshall (1997), em
texturémetro universal TAXT2, com probe cilindrico de fundo chato de 35 mm de
didametro (A/BE 35) e os resultados obtidos com auxilio do programa Texture
Expert versao 1.11 para TPA (Texture Profile Analysis). As amostras de 50 mL
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fermentadas em copos plasticos de 9,2 cm de altura e didmetro interno superior e
inferior de 6,6 e 5 cm, respectivamente, foram analisadas imediatamente apds
serem retiradas da B.O.D. (onde se encontravam a 6°C), em seis replicatas dentro
do recipiente, tomando-se os trés resultados de menor desvio. As condigbes de
medida foram padronizadas em calibre do probe 60 mm, for¢ca de penetragcédo de
15 g e velocidade de compressdo de 3 mm.s”. As caracteristicas de interesse
para o iogurte foram dureza, coesividade, elasticidade e gomosidade (produto das
duas primeiras).

2.2.3.3 Sucetibilidade a Sinérese

A suscetibilidade a sinérese foi obtida pelo método Guirguis et al. (1984),
pela drenagem, em seis replicatas, do iogurte sobre peneira de ago inoxidavel com
tela 120 mesh, colocada sobre funil acoplado a proveta graduada. Sinérese
(mL.100g™") foi expressa com volume de exudato coletado apés 2 horas de
refrigeragéo a 6T.

2.2.4 Andlise Estatistica

Os resultados foram analisados através da comparacdo das médias dos
tratamentos, com a utilizacdo do teste de Tukey estabelecendo-se p<0,05 como

nivel de significancia. O programa estatistico utilizado foi o SAS versao VIII.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As matérias primas apresentaram composicao quimica semelhante aos
valores expressos nos respectivos rétulos comerciais. O concentrado protéico de
soro (CPS) comparado ao leite em pd desnatado (LPD) apresenta o dobro do
percentual de proteinas e cerca de trés vezes mais gordura, enquanto o LPD é

mais rico em cinzas e lactose (Tabela 2.2).
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Tabela 2.2 Caracteristicas fisicas e quimicas das matérias primas para preparo
dos iogurtes

Parametro Leite UHT Lgite UHT LPD CPS
desnatado integral
Umidade (%) Nd Nd 3,8 (+0,1) 5,7 (0,3)
Solidos totais (%) 8,73 (+0,03) 11,43 (+0,08) Nd Nd
pH 6,76 (£0,01) 6,63 (0,02 Nd Nd
Acidez titulavel 0,09 (+0,005) 0,13 (+0,02 Nd Nd

36,3 (10,6) 78,5 (+0,6)
1,60 (£0,00) 5,9 (+0,1)
46,4 (+0,5) 6,4 (x0,1)
8,02 (+0,01) 2,62 (+0,02)

Gordura (%) 0,11 (£0,007) 3,17 (+0,02
Lactose (%) 4,70 (+0,04) 4,34 (0,09

(
(
Proteina Total (%) 3,34 (+0,009) 3,09 (0,03
(
_ (
Cinzas (%) 0,74 (+0,005) 0,81 (+0,02

N ~—rf ~—r ' ~— ~—

* Expresso em % de acido latico
Nd N&o determinado

Os resultados de perfil de textura, suscetibilidade a sinérese e percentual
de soélidos totais encontram-se expressos na Tabela 2.3.

Considerando-se o percentual duas vezes maior de proteina do CPS,
comparado ao LPD, o aumento do percentual do primeiro no preparo dos iogurtes,
dentro de cada faixa de adi¢cdo de proteina (3, 4 ou 5%), implicou na diminuigao
dos sélidos totais, como pode ser observado na Tabela 2.3.

No que se refere suscetibilidade a sinérese, tanto quantidade como
qualidade da proteina (proporgcao proteinas do soro/caseinas) foram relevantes
(Tabela 2.3). As menores dessoragens foram encontradas nos iogurtes com
maiores fortificagbes de proteina e vice-versa, concordando com os resultados
encontrados por Modler et al. (1983). Confirmando a capacidade da f-
lactoglobulina de reter grandes quantidades de agua, comparada a outras
proteinas laticas, obteve-se, dentro de cada nivel de enriquecimento protéico, as
menores sinéreses nas maiores proporcoes de adicao de CPS.

Quanto a dureza, definida como a forca necessaria para se obter
deformacédo, supde-se que a gordura apresente a propriedade de intensificar a
firmeza dos produtos. Comparando-se os valores de dureza encontrados para
iogurtes integrais e desnatados adicionados apenas de LPD, constata-se
resultados maiores para os primeiros (Y31>Y32, Y41>Y42, Y51>Y52).
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Tabela 2.3 Solidos totais, sinérese e perfil de textura dos iogurtes contendo

adicbes de 3, 4 ou 5% de proteina por diferentes combinagdes de CPS e LPD

Solidos  Sinérese Perfil de Textura
logurte Totais (mL.100g™') Dureza (g) Elastici- Coesivi- Gomosi-

(%) dade” dade” dade”
Y31" 17,76° 20,55°° 268,97 %" 0,9382  0,373%°° 100,42 %!
Y32 1505' 19,68°%¢ 23432" 09312  0,361°%% 7962 °"9
Y33 16,259 26,182 181,24 0,933  0,404° 73,23 "¢
Y34 13,06' 2387°2° 178,05 0,939  0,3732"¢ 66,339
Y35 1256™ 20,01°°  21491Y  0,931%  0,370%°°¢ 79,62 °%9
Y36 11,52" 17,56 °¢ 269,789"  0,932@  0,3832° 103,43 ¢4@
Y41 19,83° 16,931 371,05° 0,9133> 0,327° 121,51 °¢
Y42 1722"  17,65¢°¢ 311,84" 0,869 0,352°¢%¢ 109,97 °d
Y43 16,309 14,99 °d 238,80™  0,930% 0,365°%¢ 87,13 %eld
Y44 1521™ 1156 °f 29504  0,9123° 0,358 °%%e 105,73 cde
Y45 1411%  11,18°f 324,50 0,820 >¢ 0,341 %% 110,51 ¢
Y46 1329' 3,139" 458,70¢  0,853%°° 0,369 *P¢  169,77°
Y51 21,198 5,09°9" 498,83°¢ 0,336° 0,181 92,59 %ets
Y52 1947°¢ 7.25% 32726°"  0,456° 0,3339¢ 96,42 “def
Y53 18,319 3319" 531,75 ° 0,345°¢ 0,196 104,03 ¢4®
Y54 17,057 169" 980,91°  0,346° 0,197’ 193,84 °
Y55 1542" 223" 1.063,222 0,757°¢  0,352°¢% 373952
Y56 1450' 070" 1.024,43%° 0276° 0,179 183,27 °

* logurte feito com leite integral
** Valores adimensionais

Médias seguidas pela(s) mesma(s) letra(s) nao diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia para cada atributo.

A dureza foi diretamente proporcional a fortificagao protéica (3%<4%<5%).

Denota-se ainda que, nos iogurtes adicionados de 5% de proteina, o CPS

87



potencializou a dureza, observando-se 0s maiores valores nas amostras com
maior propor¢cao CPS/LPD.

Elasticidade, que é a velocidade com que um material deformado volta ao
seu estado original depois de removida a forga deformante, foi maior nas amostras
com menores teores de proteina e vice-versa, tendo sido pouco, ou nada afetada
pelo agente de enriquecimento.

Contrariando o esperado, a coesividade — relacionada com forga das
ligagbes internas que conferem consisténcia ao produto — apresentou valores
menores na faixa de adicdo de 5% .

Gomosidade, energia requerida para desintegrar um alimento semi-sélido a
um estado em que possa ser deglutido, tendeu a acompanhar o aumento da
proporcao de CPS para os iogurtes feitos com leite desnatado.

Relacionando-se sinérese com dureza e cada uma dessas variaveis
independentes com o percentual de sdlidos totais foi observada correlagéo
significativa apenas entre a dureza e sinérese, conforme Figura 2.2, com
tendéncia bem ajustada (R? = 0,87) por equacéo de poténcia.

A baixa correlagdo do percentual de solidos totais com a sinérese (R? =
0,04), e com a dureza (R? = 0,05) pode ser explicada pela variagdo qualitativa dos
soOlidos presentes, ou seja, pela diferente proporcdo entre proteinas do soro,
caseinas, gordura, lactose e minerais nas amostras. Na Figura 2.2 C, por
exemplo, os iogurtes adicionados de 5% de proteina por combinagdes de
LPD:CPS de 1:1 (Y 54), 0,5:1,5 (Y 55) e 0:1 (Y 56) apresentaram valores de duas
a trés vezes maiores de dureza que os demais iogurtes com mesmo percentual de
adicao protéica, no entanto, nao diferiram estatisticamente entre si. Excluindo-se
esses trés pontos do grafico, ainda assim, o coeficiente de correlagcdo melhora,
mas continua baixo (R? = 0,32).
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Figura 2.2 Correlagédo entre sinérese e dureza (A), sinérese e percentual de sélidos totais
(B) e dureza e percentual de sélidos totais (C) dos iogurtes desnatados adicionados de
combinagdes de CPS e LPD (iogurtes com 3% 4. | 4% @ e 5% M de adicao de proteina).
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Sendo o objetivo do presente estudo a busca de formulacdo de iogurte
desnatado com caracteristicas de textura e dessoragem de iogurte integral, foi
observado que na faixa de adicdo de 5% de proteina o iogurte Y53 néao
apresentou diferenca estatisticamente significativa de perfil de textura e
dessoragem do integral (Y51). Esse iogurte apresenta 25% da adi¢do de proteina
na forma de CPS (1,599.100mL" iogurte).

Guirguis et al. (1984) estudaram o efeito da substituicdo de 25% de LPD por
CPS na manufatura de iogurtes com 14, 16 e 18% de soélidos totais. Dentre os
resultados obtidos, a fortificacdo com CPS (contendo 45% de proteina) levou a
melhora da viscosidade e reducao da sinérese dos produtos.

Comparando-se grupos diferentes de adicdo de proteina, o Y44 (4% de
adicao) nao diferiu do Y31 (3%), excetuando-se no valor de sinérese, no qual Y44
apresentou valor melhor (mais baixo). Sendo o Y44 enriquecido por 50% de CPS
(2,54.100mL™ iogurte) e o concentrado protéico do soro com 80% de proteinas de
custo elevado, sugere-se o iogurte Y53 como o mais interessante.

O percentual de adigao de 5% de proteina € reconhecidamente elevado. Na
industria de laticinios a pratica usual é de acrescentar 3% (m/v) de leite em po
desnatado combinado ou ndo com outros ingredientes de corpo. Caso tivesse sido
possivel aplicar maiores temperaturas e/ou tempos de aquecimento,
possivelmente obter-se-ia melhores resultados com quantidades menores de CPS.
Greig e Kan (1984) descrevem floculagdo das proteinas do CPS durante o
aquecimento da mistura-base para iogurte. Segundo os autores citados quando a
concentracdo de CPS adicionada é alta recomenda-se diminuir a temperatura
(abaixo de 82<C) e aumentar o tempo de tratamento t érmico.

4. CONCLUSOES

O concentrado protéico do soro do leite agiu como ingrediente funcional
modificando as propriedades de textura e dessoragem dos produtos.

Observou-se correlagao significativa entre os parametros dureza e sinérese
nos iogurtes avaliados.
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As caracteristicas de dureza, elasticidade, coesividade, gomosidade e
sinérese do iogurte desnatado adicionado de 5% de proteina, sendo LPD:CPS na
proporcao de 1,5:0,5 ndo diferiram (p>0,05) do iogurte integral com o0 mesmo
percentual de adicao protéica.
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TERCEIRO ESTUDO

PROPRIEDADES QUIMICAS, FiSICAS, MICROESTRUTURAIS E
SENSORIAIS DE IOGURTE DESNATADO ESTABILIZADO COM
CONCENTRADO PROTEICO DO SORO DE LEITE
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RESUMO

Avaliou-se a adicdo de combinagdes de concentrado protéico do soro de leite
(CPS) e leite em p6 desnatado (LPD) nas propriedades quimicas, fisicas,
microestruturais e sensoriais de iogurtes desnatados de consisténcia firme. Os
iogurtes desnatados foram feitos com adi¢cdes 5% de proteina por combinagdes de
LPD/CPS nas propor¢des de 1:0, 1,5:0,5, 1:1, 0,5:1,5 e 0:1 (proteina:proteina).
logurte integral com adi¢cdo de LPD/CPS a 1:0 foi o controle. A microestrutura dos
iogurtes avaliados foi semelhante para todas as amostras, no entanto, aquelas
com maior proporcdao de CPS apresentaram estrutura levemente mais compacta.
A adicao de CPS resultou em iogurtes mais firmes, coesos, com maior capacidade
de reter agua e de tempo de fermentacdo reduzido. O iogurte desnatado com
adicao de LPD/CPS a 1,5:0,5 nao diferiu do controle no teste de preferéncia do
consumidor, nos atributos aparéncia, sabor, textura e impressao global (p>0,05).

Palavras-chave: iogurte, concentrado protéico do soro de leite, textura, sinérese,

propriedades sensoriais.
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SUMMARY

The aim of the present work was to evaluate fat-free yogurt stabilized with skimmed
milk powder (SMP) and whey protein concentrate (WPC) blends on chemical, physical,
microstructural and sensorial properties of the products. The fat-free yogurts were
made with SMP/WPC addition at 1:0, 1.5:0.5, 1:1, 0.5:1.5 and 0:1 (protein:protein).
Whole yogurt with SMP/WPC addition at 1:0 was used as the control. Microscopy
studies suggested that all the yogurts were similar, however the samples with high
proportion of WPC showed a slightly more compact structure. The addition of WPC
resulted in harder and more cohesive texture, higher water holding capacity and
reduced fermentation time. The fat-free yogurt with SMP/WPC at 1.5:0.5 did not
differed from the control in preference test in the attributes appearance, flavor,
texture and overall impression (p>0.05).

Key words: yogurt, whey protein concentrate, microstructure, texture, syneresis,

sensory properties.
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1. INTRODUCAO

O iogurte é um “leite fermentado vivo” (Guyot, 1992).

Por décadas o soro de leite foi considerado um efluente da industria latica,
e devido ao grande volume liberado (cerca de 90 bilhdes de litros anuais, no
mundo) e por sua alta demanda biolégica de oxigénio, constitui-se num sério
problema ambiental (Regester et al. 1996). As propriedades funcionais fisiol6gicas
e tecnolbégicas do concentrado protéico do soro de leite tém despertado o
interesse da industria de alimentos por aplica-lo em diversos produtos,
especialmente os reduzidos em calorias (/ight).

O soro de leite representa uma fonte de proteinas funcionais que sao
ingredientes em potencial para diversos produtos tradicionais e novos (Kinsella e
Whitehead, 1989). As proteinas do soro do leite podem ser aplicadas aos
alimentos conferindo melhora de textura, aparéncia geral, gelatinizagdo, formagao
de espuma, emulsificacdo, entre outros.

Do ponto de vista nutricional o soro do leite é facilmente digerido e
apresenta alta eficiéncia metabdlica, proporcionando proteinas de alto valor
biolégico, ricas em aminodacidos sulfurados (Regester et al., 1996).

O iogurte é obtido do leite através da agdo protocooperativa das duas
bactérias homofermentativas Streptococcus salivarius ssp. thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus que transformam lactose em acido latico
(Rasic e Kurmann, 1978). A acidificacdo provoca dois processos: o fosfato de
célcio € liberado da micela de caseina alterando sua estrutura, e o pH quando se
aproxima de 5,0 leva a precipitacao isoelétrica das caseinas (Dalgeish, 1997). Os
dois fenébmenos estao envolvidos na formacao do gel caracteristico do iogurte.

A fortificacdo com proteina e o tratamento térmico sdo os parametros que
afetam mais fortemente as propriedades de textura do iogurte (Lucey et al., 1999;
Augustin et al., 1999). Durante o aquecimento do leite varias reagdes ocorrem,
incluindo agregacdo e formagdo de complexos entre as proteinas do soro,
caseinas e globulos de gordura (Corredig e Dalgleish, 1999). O incremento nos

sOlidos totais leva a reducao do tempo de coagulagédo e pode ser feito por adigao
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de leite em pd, concentragcédo do leite e/ou adicdo de concentrado protéico do soro
de leite (Tamime e Deeth, 1980; Morr e Ha, 1993).

Muitos pesquisadores tém estudado o efeito do concentrado protéico do
soro de leite na fermentacéao, caracteristicas de textura, sinérese, microestrutura e
propriedades sensoriais de iogurtes (Augustin et al, 1999, Bhullar, et al, 2002,
Broome et al., 1982, Dannenberg e Kessler, 1988, Davies et al., 1978, El-salam et
al., 1991, Martini et al., 1987, Modler et al., 1983, Modler e Kélab, 1983, Parnell-
Clunies et al., 1986).

Tamine e Deeth (1980) pesquisaram diversos ingredientes como
estabilizadores de iogurtes. De acordo com esses autores o soro em pé confere
sabor indesejavel, enquanto que a fortificagdo com leite em p6é desnatado pode
levar a producao excessiva de acido prejudicando o sabor. Por outro lado, Penna
et al. (1997) indicaram a possibilidade de uso do soro em p6 desmineralizado na
substituicdo do leite em pé desnatado sem diminuir a aceitabilidade do iogurte.

A proposta deste trabalho foi avaliar a adigdo de 5% de proteina em
diferentes combinagcées de CPS (concentrado protéico do soro de leite) e LPD
(leite em p6 desnatado) na curva de fermentacao, perfil de textura, sinérese,
capacidade tamponante, microestrutura e propriedades sensoriais de iogurte

natural desnatado de consisténcia firme.
2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

Foram utilizados leite integral e desnatado UHT, leite em p6 desnatado
(LPD) obtido no comércio local, concentrado protéico do soro de leite (CPS)
Alacen™ 392 adquirido da empresa New Zealand Milk Products (NZMP) e culturas
laticas de Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus EZAL MYE,

gentilmente cedidos pela Rhodia.
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2.2 Metodologia
2.2.1 Preparo de logurte

Os leites integral e desnatado foram adicionados de 5% de proteina por
combinacdes de LPD e CPS de acordo com a Tabela 3.1.

Tabela 3.1 Coddigos dos iogurtes, proporcdo de adicdo (proteina:proteina) e
percentual (produto:produto) de adicdo de leite em p6é desnatado (LPD) e
concentrado protéico de soro (CPS)

Adicdo LPD:CPS

logurte Proporgcéo LPD:CPD (.100mL" leite)
Y 51 1,0:0,0 13,74 :0,0
Y 52 1,0:0,0 13,74 :0,0
Y 53 1,5:0,5 10,30 : 1,59
Y 54 1,0:1,0 6,87 :3,18
Y 55 0,5:1,5 3,43 :4,77
Y 56 0,0:1,0 0,0:6,36

* logurte preparado com leite integral (controle)

A metodologia para produgéo de iogurte esta descrita na Figura 3.1. Apds o
periodo de fermentagdo as amostras foram refrigeradas a 6C em B.O.D. e as
seguintes determinacdes foram procedidas: pH, acidez titulavel, perfil de textura,

capacidade tamponante, microestrutura e analise sensorial.
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Leites desnatado e integral UHT

Adicao de 5% de proteina por LPD:CPS
(1:0;1,5:0,5;1:1; 0,5:1,5 e 0:1)

Tratamento térmico (85T ~3seg)

Propagacéao das

culturas (42C ~5h)

Resfriamento

—P>

Inoculacéo a 2% (v/v)

Fracionamento em copos plasticos

Incubacéo a 45<C até pH 4,6 (0,05)

Refrigeracao (6<C)

Figura 3.1 Fluxograma do preparo de iogurte de consisténcia firme adicionados de

leite em p6 desnatado (LPD) e/ou concentrado protéico do soro de leite (CPS).

2.2.2 Composicao Quimica Basica

Solidos totais, proteina, lipidios e cinzas dos leites UHTs e dos iogurtes

foram determinados segundo metodologias descritas pela A. O. A. C. (1996). O

percentual de lactose foi obtido conforme 0 método de Fehling (Lanara, 1981).

2.2.3 Cinética de Fermentacao

Durante a incubacao o pH e percentual de acido latico foram monitorados a
cada 15 minutos; o primeiro por leitura direta em potenciémetro digital, e o
segundo por titulagdo com NaOH 0,1N conforme Bradley et al, (1992). Fixou-se

pH 4,6 (+0,05) como o término da fermentacao.
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2.2.4 Perfil de Textura (TPA)

O perfil de textura foi avaliado segundo Rawson e Marshall (1997), em
texturémetro universal TAXT2, com probe cilindrico de fundo chato de 35 mm de
didametro (A/BE 35) e os resultados obtidos com auxilio do programa Texture
Expert versdo 1.11 para TPA (Texture Profile Analysis). As amostras de 50 mL
fermentadas em copos plasticos de 9,2 cm de altura e didmetro interno superior e
inferior de 6,6 e 5 cm, respectivamente, foram analisadas imediatamente apds
serem retiradas da B.O.D. (onde se encontravam a 6°C), em seis replicatas dentro
do recipiente, tomando-se os trés resultados de menor desvio. As condigbes de
medida foram padronizadas em calibre do probe 60 mm, forca de penetracéo de
15 g e velocidade de compressdo de 3 mm.s. As caracteristicas de interesse
para o iogurte foram dureza, coesividade, elasticidade e gomosidade (produto das

duas primeiras).
2.2.5 Suscetibilidade a Sinérese

A suscetibilidade a sinérese foi obtida pelo método de Guirguis et al. (1984),
pela drenagem, em seis replicatas (tomando-se os trés resultados de menor
desvio), do iogurte sobre peneira de aco inoxidavel com tela 120 mesh, colocada
sobre funil acoplado a proveta graduada. Sinérese (mL.100g™") foi expressa com

volume de exudato coletado apds 2 horas de refrigeragéo a 6.
2.2.6 Capacidade Tamponate

A capacidade tamponante dos iogurtes foi medida de acordo com Martini et
al. (1987) pela titulacao de amostras de cerca de 50 mL iogurte (diluidas em 50mL

de 4gua destilada e homogeneizadas por 30 minutos) com HCI 1,0 N em até a

diminuicao do pH de 4,6 até 2,0 (monitorada em potencidémetro digital).
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2.2.7 Microestrutura

Para a analise da microestrutura dos iogurtes foi empregada Microscopia
Eletronica de Varredura ou MEV (Scanning Electron Microscopy ou SEM). As
amostras de iogurte de consisténcia firme (estocadas pelo periodo de uma
semana) foram cortadas em cubos com cerca de 2 x 2 x 2 mm, cerca de 1cm
abaixo da superficie (Yazici et al., 1997). Posteriormente foram fixadas
seqglencialmente em solucao de glutaraldeido a 1,4% (em tampao fosfato de sodio
0,1 M, pH 7,2) e a 2,5% (em tampao fosfato de sédio 0,1 M) por 3 horas com cada
uma das solucdes a 6C. Os cubos fixados foram enxa guados em tampao fosfato
de so6dio 0,1 M a cada 15 minutos por duas vezes.

Seguiu-se pos-fixagdo em solucao de tetroxido de 6smio a 1% (em tampao
fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,2) por 15 horas a 6C. No dia seguinte procedeu-se
novamente o enxague das por¢des em tampao fosfato de sédio 0,1 M a cada 15
minutos por duas vezes. Iniciou-se a desidratacdo utilizando gradiente em alcool
etilico a seguir: etanol 50%, 70% e 90% (2 x de 15 minutos), etanol 95% (2 x de 10
minutos), etanol absoluto (3 x de 10 minutos) terminando com acetona 100% (2 x
de 30 minutos).

As amostras, imersas no meio de transicdo (acetona P. A.) foram
transferidas para o aparelho de ponto critico de CO. da marca CPD-030 Balzers,
procedendo-se a secagem usando o método do ponto critico (Souza, 1998).

Posteriormente os espécimens foram recobertos por 240s/40mA com ouro
no sistema sputtering em metalizador Sputter Coter SCD-050.

A observacao microscopica e o registro das imagens foram procedidos a 5
kV e 10 kV de aceleragao no microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM-5800
LV. As fotografias foram obtidas em filme de 120 mm.

2.2.8 Andlise Sensorial

Teste de aceitacdo foi realizado com 30 provadores, consumidores de
iogurte natural, utilizando-se escala hedbnica ndo estruturada de 9 cm (ver
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apéndice B). O objetivo principal dessa analise foi verificar se a presenga de CPS
poderia comprometer a aceitacdo do produto. A amostra Y53 — escolhida em
experimento prévio por apresentar caracteristicas de textura instrumental e
dessoragem semelhantes as do iogurte integral — foi submetida a avaliacao
juntamente com dois iogurtes adicionados apenas de LPD: iogurte integral (Y51) e
iogurte desnatado (Y52). As amostras foram oferecidas com mel e apresentadas
monadicamente. Aos julgadores solicitou-se avaliarem os atributos aparéncia,
sabor, textura e impressao global, bem como, que indicassem a intencdo de

compra do produto caso o encontrassem a venda no mercado.

2.2.9 Andlise Estatistica

Os resultados foram analisados por ANOVA e teste de Tukey (p<0,05) para
a comparacao das médias, com o programa SAS (v. 8.2, 2001).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Composigéo Quimica Bésica

A composigcao centesimal dos leites UHT integral e desnatado, bem como
dos iogurtes confeccionados a partir deles, encontram-se, respectivamente, nas

Tabelas 3.2 e 3.3.

Tabela 3.2 Composi¢cao quimica basica dos leites UHT integral e desnatado

Leite oH I'_Aé?tliccj:cc)) S.'%l{g?ss Prot;l’nas* Lac(:)}ose Lipi;jios Cir;/zas
(cyo) (cyo) ( °) ( °) ( °) ( °)

Integral 6,60 0,10 11,54 3,10 4,71 3,14 0,77
(+0,01) (+0,04) (£0,02) (0,07) (+0,01) (0,00)

Desnatado 6,62 0,13 8,74 2,87 4,48 0,15 0,79
(+0,01) (+0,04) (£0,05) (+0,01) (+0,00) (0,01)

Médias + devio padrao; * N x 6,38

Conforme expresso na Tabela 3.3, o percentual de proteina dos iogurtes foi

semelhante, no entanto, o percentual de sélidos totais variou amplamente devido
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as diferentes propor¢des de proteina encontradas no LPD e CPS (cerca de 35 e
de 80%, respectivamente). As amostras Y52, Y53, Y54, Y55 e Y56 apresentaram
baixa quantidade de gordura, adequando-se a legislagao brasileira em vigor, que
estabelece valor maximo de 0,5% de gordura para iogurtes desnatados (BRASIL,
2000).

Tabela 3.3 Composicao quimica basica dos iogurtes

logurte  pH C z’f’tliig Solidos  Proteinas™ Lactose  Lipidios  Cinzas
o Totais (%) (%) (%) (%) (%)
* 1,22 21,8 7,19 10,9 3,1 1,62
Y51 4,64 (£0,00) (£0,3) (£0,03) (£0,10) (£0,1) (£0,02)
1,20 19,9 7,24 11,1 0,34 1,61
Y52 464 (£0,01) (£0,2) (£0,02) (£0,30) (£0,02) (£0,01)
1,12 18,6 7,36 9,84 0,37 1,52
Y53 465 (£0,03) (£0,2) (0,06) (£0,09) (£0,00) (£0,03)
1,23 17,9 7,61 8,48 0,47 1,29
Y54 4,60 (£0,01) (£0,1) (£0,02) (£0,06) (£0,00) (£0,01)
1,14 15,3 7,72 6,34 0,43 1,06
Y55 465 (£0,04) (£0,2) (£0,08) (£0,00) (£0,02) (£0,02)
0,94 13,8 7,6 4,92 0,48 0,88
Y56 4,60 (£0,01) (£0,2) (£0,1) (£0,04) (£0,02) (£0,02)
* logurte preparado com leite integral (controle)
“*N x 6,38

Médias + devio padrao

3.2 Cinética de Fermentacao

Nas Figures 3.2 e 3.3 estdo ilustradas as cinéticas de fermentagdo dos
iogurtes experimentais. Os iogurte adicionados de maiores propor¢cdes de CPS
apresentaram redugédo no tempo de fermentacéo (Figura 3.2). Penna et al. (1997),
observaram correlagcdo entre tempo de fermentacéo e quantidade adicionada de
soro de leite desmineralizado em pd para manufatura de iogurte. O acréscimo
deste ingrediente - segundo eles — levou a diminuigao do tempo de fermentacao.

Ainda que os iogurtes com maior adicdo de CPS tenham atingido o pH
fixado para término do processo fermentativo mais rapidamente, eles nao
apresentaram maiores quantidades finais de &cido latico (Figura 3.3). Esse
resultado confirma o obtido por Rodrigues-Serrano et al. (2002) que o atribui a

menor capacidade tamponante do soro em comparagao ao leite. Cristianini e Roig
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(1987) relataram, da mesma forma, que amostras de iogurte contendo solidos de
soro de queijo atingiram pH menor mais rapidamente que amostra controle, no
entanto, nesses iogurtes os autores observaram desenvolvimento mais rapido de
acidez — de maneira tanto mais rapida quanto maior a adicao desses soélidos —
divergindo do resultado encontrado no presente trabalho.

Na curva de fermentacéo ilustrada na Figura 3.2 pode ser observado que os
iogurtes com maiores propor¢coes de adicdo de CPS (Y54, Y55 e Y56)
apresentaram queda brusca de pH entre os tempos de 75 e 135 minutos de
fermentacao, seguida de pequeno platé na faixa de pH 5,2 a 5,0. Nesse momento
esses iogurtes ja apresentavam consisténcia firme e ja poderia ser interrompido o
processo fermentativo. O iogurte Y53 apresentou curva muito semelhante as dos
iogurtes apenas adicionados de LPD, atingindo a faixa acima referida de pH com
150 minutos de incubacado, 15 minutos antes do padrao (Y51). Contudo, em pH
5,2 as ligagcdes que entre micelas de caseina sdo frageis e apenas com a
diminuigao do pH € que ocorre aumento nas interagdes eletrostéticas para que as
micelas permane¢am unidas de forma mais estavel no gel (Walstra, 1990).

3.2 Perfil de Textura, Sinérese, Capacidade Tamponante e Percentual de Sélidos

Totais

Conforme as Figuras 3.4 a 3.10, o CPS agiu como ingrediente funcional que
modificou as propriedades de textura e capacidade de retengdo de agua dos
iogurtes.

Vale ressaltar, contudo, que iogurtes feitos com leite UHT apresentam
menores consisténcia e viscosidade (Rasic e Kurman, 1978, Labropoulos et al,
1984, Parnell-Clunies, et al, 1986). Melhores resultados de perfil de textura seriam

obtidos, provavelmente, se utilizado leite pasteurizado convencionalmente.
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Figura 3.2 Curvas de pH durante fermentacado dos iogurtes Y51 (integral), Y52,
Y53, Y54, Y55 e Y56 (desnatados) estabilizados por combinagdes de LPD/CPS
nas proporcdes 1:0, 1:0, 1,5:0,5, 1:1, 0,5:1,5 e 0:1, respectivamente.
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Figura 3.3 Producdo de acido latico durante fermentacdo dos iogurtes Y51

(integral), Y52, Y53, Y54, Y55 e Y56 (desnatados) estabilizados por combinagbes
de LPD/CPS nas proporgdes 1:0, 1:0, 1,5:0,5, 1:1, 0,5:1,5 e 0:1, respectivamente.
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Dureza e gomosidade tenderam a aumentar significativamente (p<0,05) nos
iogurtes fortificados com maiores propor¢cdes de CPS (Figuras 3.4 e 3.5,
respectivamente). Conforme o esperado, iogurtes integral e desnatado
adicionados de LPD (Y51 e Y52, respectivamente), diferiram entre si em firmeza
(ou dureza). No entanto, os valores de firmeza e gomosidade obtidos pelo iogurte
Y53, adicionado de LPD:CPS na proporcdo de 1,5:0,5 ndo diferiu do controle
(Y51) a 95% de confianca.

Os perfis de elasticidade e coesividade das diferentes formulagdes de
iogurte foram semelhantes entre si como pode ser visualizado nas Figura 3.6 e
3.7. Os maiores valores, para ambos os atributos, foram obtidos pelas amostras
Y52 e Y55. Resultados obtidos pelas amostras Y53, Y54 e Y56, para os dois
parametros, nao diferiram do controle.

A susceptibilidade a sinérese dos iogurtes tendeu a diminuir com a
presenca de CPS de forma diretamente proporcional (Figuras 3.8). O menor valor
de dessoragem (0,7 mL.100g"' iogurte) foi obtido com amostra estabilizada
apenas por CPS (Y56). Por outro lado, o iogurte desnatado ao qual apenas LPD
foi acrescido como agente estabilizador (Y52) apresentou sinérese cerca de dez
vezes maior (7,5 mL.100g " iogurte).

Os autores Guirguis et al. (1984) estabeleceram valor de dessoragem
menor que 10 mL.100g" iogurte como aceitavel. Nenhum dos iogurtes do
presente estudo ultrapassou esse limite.

Embora possuindo menores quantidades de sélidos totais (Figura 3.9) os
iogurtes nos quais predominou adicdo de CPS apresentaram maiores resultados
de dureza e capacidade de retencdo de agua (Figuras 3.4 e 3.8). Esse resultado
atribui-se provavelmente ao grande acréscimo de P-lactoglobulina na rede, que
complexa com k-caseina das micelas durante o aquecimento, alterando o grau de
coalescéncia das micelas durante a fermentacao (Davies et al., 1978).

O estudo da capacidade tamponante no iogurte tem importancia tecnolégica
e fisiolégica. Do ponto de vista tecnoldgico, alta capacidade tamponante melhora a
viabilidade das bactérias laticas durante a vida-de-prateleira do produto,

especialmente das culturas probidticas que sao sensiveis ao pH. Do ponto de vista
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de saude humana, o consumo de iogurte representa uma alternativa alimentar
para pessoas com intolerancia a lactose, contanto que a B-galactosidase dos
fermentos mantenha sua atividade durante o processo digestivo. A J-
galactosidase das bactérias laticas é estavel em pH 4,0, sendo inativada em
valores mais baixos de pH (Martini et al., 1987). Segundo esses autores, embora a
acidez do estdmago desnature irreversivelmente a maioria das enzimas de origem
alimentar, alguns fatores estdo envolvidos na preservacao funcional desta enzima
durante o consumo de iogurte, tais como a excelente capacidade tamponante das
proteinas lacteas e a integridade da membrana e parede celular microbiana.

A adicao de concentrado protéico de soro de leite influenciou na capacidade
tamponante dos iogurtes, conforme ilustrado na Figura 3.10.

De acordo com a literatura esperava-se obter melhores valores de
capacidade tamponante para as amostras de iogurte contendo CPS, devido a
presenca das proteinas do soro, fosfatos e sais como citrato (Kailasapathy e
Supriadi, 1996, Kailasapathy et al., 1996). No entanto, conforme Figura 3.10, os
iogurtes com  maiores proporgcbes CPS:LPD, apresentaram valores
significativamente menores de capacidade tamponante.

A maior capacidade tamponante obtida pelos iogurtes contendo proporgoes
mais elevadas de LPD pode justificar a diminuicdo mais gradual do pH das
amostras Y51 e Y52, obtida nas curvas de fermentacao (Figura 3.2).

O teor de sdlidos totais e a capacidade tamponante aumentaram de forma
diretamente proporcional, confirmando os resultados de Kailasapathy et al. (1996).
Segundo Lima (2001) aumentando-se o teor de sélidos totais na mistura base,
aumenta-se a acidez titulavel, portanto, a maior capacidade tamponante dos
iogurtes com maior proporgédo de LPD pode ser devida pelo maior teor de sélidos
totais destas amostras.
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Figura 3.4 Dureza dos iogurtes Y51 (integral), Y52, Y53, Y54, Y55 e Y56
(desnatados), estabilizados por combinacées de LPD/CPS nas proporgcdes 1:0,
1:0, 1,5:0,5, 1:1, 0,5:1,5 e 0:1, respectivamente. Médias com letras iguais nao

diferem estatisticamente (p>0,05).
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Figura 3.5 Gomosidade dos iogurtes Y51 (integral), Y52, Y53, Y54, Y55 e Y56
(desnatados), estabilizados por combinacées de LPD/CPS nas proporgcdes 1:0,
1:0, 1,5:0,5, 1:1, 0,5:1,5 e 0:1, respectivamente. Médias com letras iguais nao
diferem estatisticamente (p>0,05).
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Figura 3.6 Elasticidade dos iogurtes Y51 (integral), Y52, Y53, Y54, Y55 e Y56
(desnatados), estabilizados por combinagées de LPD/CPS nas propor¢des 1:0,
1:0, 1,5:0,5, 1:1, 0,5:1,5 e 0:1, respectivamente. Médias com letras iguais nao

diferem estatisticamente (p>0,05).
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Figura 3.7 Coesividade dos iogurtes Y51 (integral), Y52, Y53, Y54, Y55 e Y56
(desnatados), estabilizados por combinagées de LPD/CPS nas propor¢des 1:0,
1:0, 1,5:0,5, 1:1, 0,5:1,5 e 0:1, respectivamente. Médias com letras iguais nao

diferem estatisticamente (p>0,05).
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Figura 3.8 Sinérese dos iogurtes Y51 (integral), Y52, Y53, Y54, Y55 e Y56
(desnatados), estabilizados por combinacées de LPD/CPS nas proporgcdes 1:0,
1:0, 1,5:0,5, 1:1, 0,5:1,5 e 0:1, respectivamente. Médias com letras iguais nao
diferem estatisticamente (p>0,05).

25 -
20 A d

15

10

Solidos Totais (%)

Y 51 Y 52 Y 53 Y 54 Y 55 Y 56
logurtes

Figura 3.9 Sdlidos totais dos iogurtes Y51 (integral), Y52, Y53, Y54, Y55 e Y56
(desnatados), estabilizados por combinacées de LPD/CPS nas proporgcdes 1:0,
1:0, 1,5:0,5, 1:1, 0,5:1,5 e 0:1, respectivamente. Médias com letras iguais nao
diferem estatisticamente (p>0,05).
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Figura 3.10 Capacidade tamponante (C. T.) dos iogurtes Y51 (integral), Y52, Y53,
Y54, Y55 e Y56 (desnatados), estabilizados por combinacées de LPD/CPS nas
propor¢gdes 1:0, 1:0, 1,5:0,5, 1:1, 0,5:1,5 e 0:1, respectivamente. Médias com

letras iguais n&o diferem estatisticamente (p>0,05).

Figura 3.11 Aparéncia dos iogurtes Y51 (integral), Y52, Y53, Y54, Y55 e Y56
(desnatados), estabilizados por combinagées de LPD/CPS nas propor¢des 1:0,
1:0, 1,5:0,5, 1:1, 0,5:1,5 e 0:1, respectivamente.
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Figura 3.12 Grafico de perfil de textura dos iogurtes integral Y51 ( ), e

desnatados Y52 (), YB3 ( ___ ), Y54 (), Y55 ( ) e Y56 ( ),
estabilizados por combinacées de LPD/CPS nas proporgdes 1:0, 1:0, 1,5:0,5, 1:1,
0,5:1,5 e 0:1, respectivamente.
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A Figura 3.12 ilustra a curva instrumental do perfil de textura obtida pelos
iogurtes avaliados. Essa curva é resultante de dois ciclos de penetragdo que sao
relativos a parametros mecanicos da amostra.

Evidencia-se na referida figura que o iogurte desnatado adicionado apenas
de LPD (amostra Y52) apresentou perfil de textura diferente do iogurte integral
(Y51). Na amostra Y53, observou-se sinergismos positivo entre o CPS (adicionado
na proporcao de 25%) e o LPD, resultando em grande similaridade entre a curva
obtida por esse iogurte e pelo padrdao. Quando a proporcao de adicao de CPS
passou para 50%, houve aumento importante na dureza que quase duplicou de
valor. Em contra partida, os aumentos sucessivos de adicdo de CPS nao refletiram

em aumentos importantes deste atributo reol6gico.

3.3 Macro e Microestrutura

A aparéncia dos iogurtes experimentais pode ser observada na Figura 3.11.
A amostra de iogurte desnatado adicionado apenas de LPD (Y52) apresentou
dessoragem forte. A presenca do CPS, mesmo nas propor¢cdes mais elevadas
(Y54, Y55 e Y56) ndo levou a alteragao perceptivel na cor dos produtos.

Os iogurtes de consisténcia firme caracterizaram-se por microestrutura
reticulada, constituida por rede tridimensional composta por cadeias de micelas de
caseina interconectadas, como pode ser visto nas Figuras 3.13, 3.14, 3.15 e 3.16.

A formagdo de malha protéica desses iogurtes ocorreu, resumidamente,
pela seguinte sucessao de eventos: a) desnaturacdo térmica das proteinas do
soro presentes nos leite UHT e LPD, e no CPS, expondo grupamentos reativos
(sitios hidrofdbicos, sulfidrilas e outros); b) interacdo entre B-Lg e x-caseina
durante aquecimento dos ingredientes; c) acidificacdo do leite pela liberacado de
acido latico durante o processo fermentativo, fazendo com que o fosfato de calcio
(um dos agentes estabilizadores das micelas de caseina) fosse dissolvido; d)
precipitacdo isoelétrica das caseinas e das proteinas do soro desnaturadas
formando coalho.
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O uso de diferentes combinagdes de LPD e CPS resultou em diferencas
discretas entre as amostras. Os iogurtes com maior proporcdo de CPS
apresentaram matriz levemente mais densa e com menores espagos intersticiais,
confirmando resultado obtido por Bhullar (2002). Alguns glébulos de gordura
puderam ser identificados nas imagens, porém parte deles (especialmente no
iogurte integral) ficaram envoltos por agregados de caseina.

Modler e Kalab (1983) estudaram a estabilizagdo de iogurtes desnatados
por diversos ingredientes a base de caseina e proteinas do soro do leite por
microscopia eletrénica de varredura (SEM) e de transmissao (TEM), encontrando
dissimilaridades entre as amostras. Os iogurtes fortificados com leite em po6
desnatado e proteinas do leite concentradas apresentaram as micelas de caseina
unidas por poucas ligacdes; enquanto caseinato de sédio induziu a formacao de
micelas extensivamente coalescidas. Por outro lado, os iogurtes preparados com
concentrados protéicos do soro do leite diferiram dos demais pela presenca de
espacos intermicelares com proteinas floculadas.

A Figura 3.14 letra A ilustra uma falha de homogeneizagao dos ingredientes
observada apenas em uma pequena porcao da amostra do iogurte desnatado
Y55, caracterizando-se por grande quantidade de glébulos de gordura dispersos
livremente, sem fazer parte da matriz protéica. O referido iogurte apresentou cerca
de 0,43% (+0,02) de gordura. Em contrapartida, na mesma figura, letra B,
observa-se o iogurte integral (Y51), que contém teor de lipidios cerca de sete
vezes maior (Tabela 3.3). Nessa amostra ndo se observou, contudo, quantidade
expressiva de glébulos de gordura. Supbe-se que a maior parte de seus lipides
estejam finamente homogeneizados na forma de pequenos globulos fazendo parte
da estrutura protéica no coalho lactico, ndo sendo distinguiveis nos aumentos
alcancados e pela técnica utilizada. Parlnell-Clunies et al. (1986) observaram por
Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM) globulos de gordura de reduzido
didmetro envolvidos por agregados de caseina. Segundo Cho et al. (1999) os
glébulos de gordura podem se apresentar nos géis lacteos — ap6s o aquecimento
do leite — cobertos por moléculas de caseinato de sodio ou por proteinas do soro

desnaturadas, ou ainda livres na matriz.
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Figura 3.13 Microscopia eletrébnica de varredura dos iogurtes Y51 (integral), Y52, Y53, Y54, Y55 e Y56
(desnatados), estabilizados por combinagcdes de LPD/CPS nas proporcées 1:0, 1:0, 1,5:0,5, 1:1, 0,5:1,5 e 0:1,
respectivamente, 10kV (A, C, D, E e F) ou 5kV (B), aumento de 2500x. G = glébulos de gordura, S =
Streptococcus, L = Lactobacillus.
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Figura 3.14 Microscopia eletrénica de varredura do iogurte desnatado Y55 com adicdo LPD:CPS na proporgéao
de 0,5:1,5 (A) e iogurte integral com adi¢ao de LPD (B), 10kV, aumento de 2500x. G = glébulos de gordura, S =

Streptococcus.

Figura 3.15 Detalhe dos Streptococcus thermophilus formando “colar” e glébulo de gordura (G). logurte controle,
10kV, 4000x.
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Figura 3.16 Microscopia eletrdnica de varredura dos iogurtes Y51 (integral), Y52, Y53, Y54, Y55 e Y56
(desnatados), estabilizados por combinacdes de LPD/CPS nas proporgées 1:0, 1:0, 1,5:0,5, 1:1, 0,5:1,5 e 0:1,
respectivamente, 10kV (A, C, D, E e F) ou 5kV (B), aumento de 5000x. G = glébulos de gordura, S = Streptococcus.
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A Figura 3.15 ilustra um detalhe do iogurte padrdo com ampliagéo de 4.000
vezes. Segundo Afonso e Maia (1999), a rede protéica apresenta espacos
intersticiais contendo fase liquida e também espacos vazios nos quais as culturas
laticas estao presentes, como evidenciado na referida figura.

Embora os iogurtes formulados tenham apresentado importantes variagoes
qualitativas e quantitativas de soélidos totais (13,8 a 21,8%), a microestrutura
observada em maior resolugdo (aumento de 5.000 vezes) foi muito similar entre as
amostras (Figura 3.16).

As caracteristicas microestruturais e fisicas dos iogurtes correlacionaram-
se. Os iogurtes com maiores valores de dureza e menores sinéreses

apresentaram matriz levemente mais agregada.

3.3 Anélise Sensorial

Na Figura 3.17 observam-se os valores médios de aparéncia, sabor, textura
e impressao global dos iogurtes, atribuidos pelos julgadores.

Contrariando o esperado, o iogurte desnatado com adi¢ao de LPD (Y52) foi
tdo aceito quanto o integral (Y51), ndo diferindo estatisticamente deste em
nenhum dos atributos avaliados a 95% de confiancga.

Geralmente é observado que o teor de gordura interfere nas propriedades
de textura, aroma e sabor dos alimentos.

Segundo Ké&hkénen e Tuorila (1999) os consumidores relacionam a
diminuicdo dos lipidios a modificagdes no perfil sensorial e menor apreciagcdo dos
produtos. No estudo de Gardini et al (1999) as melhores propriedades sensoriais
foram obtidas em leites fermentados contendo maiores niveis de gordura, pois,
segundo Michalski et al. (2002) a gordura contribui fortemente nas caracteristicas
de textura dos produtos laticos, tais como iogurtes.

O iogurte desnatado adicionado de CPS (Y53) também nao diferiu dos
demais, indicando que o CPS nao conferiu propriedades sensoriais desagradaveis

ao produto.

129



A distribuicdo das notas dos iogurtes encontra-se nos histogramas da
Figura 3.18.

Embora as médias de aparéncia, sabor, textura e impressdo global nao
tenham diferido significativamente entre as amostras, as melhores notas,
especialmente do primeiro atributo, foram designadas por percentuais maiores de
provadores para amostra Y52. Cabe ressaltar, no entanto, que a analise sensorial
foi realizada com o produto fermentado no dia anterior e que durante o
armazenamento ha tendéncia do produto — especialmente a versdao desnatado —
sofrer dessoragem, diminuindo a sua aceitagdo. Segundo Dannenberg e Kessler
(1988) durante a estocagem a sinérese é intensificada devido ao aumento de
forcas atrativas entre as particulas de caseina, levando a formacao de ligacoes
intermoleculares adicionais, contracao do gel e expulsdo de agua.

Os CPSs comerciais geralmente desenvolvem off-flavor o que prejudica a
sua aplicacdo em alimentos (Morr e Ha, 1993). No entanto, o concentrado protéico
contendo 80% de proteinas, aplicado nas condi¢cées anteriormente descritas no
trabalho, ndo interferiu no sabor dos iogurtes. Conforme a Figura 3.18 C
aproximadamente 46% dos provadores atribuiram pontuagao entre as faixas de 6
a 9 para o sabor do iogurte Y53.

Os comentarios apontados pelos provadores referiram-se em sua maioria a
textura dos produtos. Algumas pessoas descreveram apreciar a consisténcia do
iogurte contendo CPS (n=3), enquanto que outras indicaram que essa amostra
apresentava-se mais firme que o ideal (n=5) e arenosa (n=1).

Modler et al. (1983) encontraram valores instrumentais semelhantes para a
firmeza e a sinérese de iogurtes estabilizados por LPD e por CPS-UF (ultrafiltrado,
contendo 53% proteina) na proporcao de adicdo de 1,5%. No entanto, na analise
sensorial, os julgadores também relataram maior firmeza para iogurte contendo
CPS-UF.
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Figura 3.17 Valores médios de aparéncia, sabor, textura e impressao global dos
iogurtes Y51 (integral), Y52 e Y53 (desnatados), estabilizados por combinagdes de
LPD/CPS nas proporgcdes de 1:0, 1:0 e 1,5:0,5. Médias seguidas de mesma letra,
para 0 mesmo atributo, ndo diferem a 5% de significancia.
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Figura 3.18 DistribuicAo de notas para os atributos aparéncia, sabor, textura e

impressao global dos iogurtes Y51 (integral), Y52 e Y53 (desnatados), estabilizados por
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Figura 3.19 Intencdo de compra dos iogurtes Y51 (integral), Y52 e Y53 (desnatados),
estabilizados por combinacées de LPD/CPS nas propor¢oes de 1:0, 1:0 e 1,5:0,5;
sendo: CC — certamente compraria, PC — provavelmente compraria, DC — davida se

compraria, PN — provavelmente ndo compraria, CN - certamente ndo compraria.
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Os provadores também foram solicitados a responder ao questionamento
de qual seria sua atitude se encontrassem no mercado os produtos sob avaliagéo;
as respostas apresentam-se graficadas na Figura 3.19. Contrariando o esperado,
a maior parte dos provadores (cerca de 73%) teria a intencdo de comprar
(certamente compraria + provavelmente compraria) o iogurte desnatado com
adicédo apenas de LPD (Y52).

A aceitagado dos iogurtes desnatado com CPS e integral com LPD foi muito
semelhante (somando-se aqueles que certamente ou provavelmente comprariam,
obtém-se 49,99% e 43,33%, para Y51 e Y52, respectivamente; e provadores que
tinham davida se comprariam, 43,33% para ambos).

No estudo de McGill (1983) sobre aceitabilidade dos consumidores a
iogurtes comerciais foi verificada preferéncia pela versao desnatado e natural
devido aos apelos publicitarios.

A introducéo de iogurte natural desnatado, com propriedades de textura e
dessoragem semelhantes as do iogurte integral, no mercado pode encontrar
grande aceitabilidade entre os consumidores que estariam se beneficiando do
consumo de um produto de reduzido teor de lipidios, mas com propriedades

sensoriais preservadas.

4. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos foi possivel concluir que o CPS interferiu no
tempo de fermentacao, propriedades de textura e capacidade de retencao de agua
dos iogurtes.

logurtes adicionados de maiores propor¢cées de CPS apresentaram redugao
no tempo de fermentacdo, sem, contudo possuirem percentuais maiores de acido
latico.

A adicdo de CPS resultou em iogurtes mais firmes e com menor
dessoragem.
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Microestruturalmente todas as formulacdes de iogurtes foram semelhantes,
no entanto, amostras com maior propor¢cao de CPS apresentaram rede levemente
mais compacta e com menores espacos intersticiais.

O CPS nao conferiu propriedades sensoriais desagradaveis ao produto. O
iogurte desnatado com adi¢cdo de LPD/CPS a 1,5:0,5 nao diferiu do controle no
teste sensorial de preferéncia do consumidor, nos atributos aparéncia, sabor,
textura e impressao global (p>0,05).

Caso estivesse no mercado a intengcdo de compra do iogurte desnatado
com CPS seria muito semelhante a do integral com LPD.
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QUARTO ESTUDO

PERFIL DE TEXTURA, SINERESE, PROPRIEADES SENSORIAIS E
VIABILIDADE DAS CULTURAS DE IOGURTES DESNATADOS
PROBIOTICOS ADICIONADOS DE CONCENTRADO PROTEICO DO
SORO DE LEITE
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RESUMO

Por se tratar de um produto metabolicamente ativo, o iogurte sofre modificagbes
ao longo da estocagem, tais como pés-acidificacdo e perda de viabilidade das
culturas. Objetivou-se avaliar a acdo do concentrado protéico do soro de leite
(CPS) na viabilidade das culturas, perfil de textura, pés-acidificacéo e dessoragem
durante o armazenamento dos iogurtes desnatados, bem como analisar
caracteristicas sensoriais dos produtos. O CPS proporcionou iogurtes mais firmes
e gomosos, com menores valores de sinérese, caracteristicas essas
potencializadas durante o armazenamento. O iogurte com cultura probidtica L.
acidophilus apresentou maior dessoragem, no entanto, a adicdo de CPS
compensou essa tendéncia. Nao foi observada variagdao significativa na pés-
acidificacao dos iogurtes conferida pela adicao de CPS, mas sim pela diminuicao
da cultura L. bulgaricus. O CPS nao exerceu influéncia nas culturas laticas
classicas, no entanto, melhorou crescimento e viabilidade dos microrganismos L.
acidophilus e B. longum, especialmente do primeiro. Os provadores nao
identificaram diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) nas caracteristicas
globais dos iogurtes em fungcdo da presenca de culturas probidticas, mas,

identificaram leve diferenca em funcao do CPS adicionado.

Palavras-chave: iogurte probiético, concentrado protéico do soro de leite, L.
acidophilus, B. longum, vida-de-prateleira.
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SUMMARY

As a metabolically active product the yogurt shows modifications throughout its
shelf life, such as postacidification and loss of starter viability. The aim of this
research was to evaluate the effect of the addition of whey protein concentrate
(WPC) on the viability of L. acidophilus and B. longum and on postacidification
throughout the shelf life of fat-free yogurts, and also to analyze the sensory
characteristics of the products. The WPC increased hardness and gumminess of
the yogurts, and decreased the syneresis. These characteristics were intensified
during the storage. The probiotic yogurt with L. acidophilus showed strong
wheying-off, however, the WPC addition decreased that tendency.
Postacidification was not significantly changed by the addition of WPC. However
postacidification was a function of the concentration of L. bulgaricus added to the
culture. The WPC did not influence the viability of lactic-acid bacteria, but it
improved the growth and survival of the microorganisms L. acidophilus and B.
longum, especially the former. The panelists did not identify significant differences
(p<0.05) on the global characteristics of the yogurts due the probiotics, otherwise,
they identified small difference due to the addition of WPC.

Key words: probiotic yogurt, whey protein concentrate, L. acidophilus, B. longum,
shelf life.
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1. INTRODUCAO

A palavra “probio6tico” deriva do grego e significa “para a vida” (Lourens-
Hattingh, 2001). Os probidticos sao alimentos ou suplementos alimentares
contendo lactobacilos e/ou bifidobacterias viaveis, administrados na dieta com o
objetivo de colonizar o intestino, promover um balanceamento entre as diferentes
espécies naturais e garantir uma populacao funcional capaz de promover efeitos
benéficos sobre 0 metabolismo (Gibson e Roberfroid, 1995).

Os iogurtes e leites fermentados além de possuirem grande aceitacao pelo
publico em geral, e apresentarem excelente valor nutrivo, sdo os “veiculos” mais
utilizados para o consumo de probidticos.

Para exercerem efeitos fisiol6gicos funcionais, as linhagem consideradas
probidticas necessitam sobreviver no trato gastrointestinal, resistindo as condi¢des
acidicas (pH de 1 a 4) e ricas em proteases do estbmago e a presencga dos sais
biliares do intestino delgado, e ainda, colonizarem o intestino humano (Tuomola et
al., 2001). Para a colonizacao € necessario que as bactérias tenham a capacidade
de aderir aos enterdcitos e as linhagens probiéticas parecem apresentar forte
capacidade de adesao (Salminen et al., 1998).

Na produgao de iogurte sao utilizadas as culturas laticas de Streptococcus
thermophilus (St) e Lactobacillus bulgaricus (Lb) que possuem a capacidade de
utilizar a lactose como substrato energético com liberacdo de &cido latico. Essas
culturas nao resistem as condi¢cdes adversas do trato digestivo (sdo sensiveis a
bile) e s&o incapazes de colonizar o intestino humano. Ao contrario, as culturas
probidticas, fornecem efeitos terapéuticos ao homem. Para isso precisam estar
viaveis no alimento durante a vida-de-prateira dos produtos e serem ingeridas com
freqiéncia (Schrezenmeir e Vrese, 2001). Existe uma tendéncia no mercado de
empregar culturas de acidofilos e bifidobactérias na producdo de iogurtes
funcionais (Tamime e Deeth, 1980).

As Dbifidobactérias sado gram-positivas, estritamente anaerdbias e
freqlentemente apresentam formato de Y, ou forma “bifida” (Mitsuoka, 1990,
Arunachalam, 1999). O género Bifidobacterium é amplamente distribuido em
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diversos nichos ecoldgicos e no trato gastrointestinal e genitourinario humano,
constituindo a microflora predominante em criangas logo ap6s o nascimento
(Gomes e Malcata, 1999). A proliferacdo desses microrganismos € estimulada
pela glicoproteina x-caseina presente no colostro humano e em menor quantidade
no leite maduro (Gomes e Malcata,1999). A populacdo de bifidobactérias
presentes na microbiota intestinal é influenciada pela idade e dieta dos individuos.
Mitsuoka (1990) afirma que B. infantis e B. breve, tipicos da fase de infancia, sao
substituidos por B. adolescentis em adultos, enquanto que B. longum persiste
permanentemente.

O género Lactobacillus é encontrado no trato gastrointestinal e genital e sua
ocorréncia é influenciada por diversos fatores ambientais, tais como pH, presenca
de oxigénio e interacbes com outras bactérias (Gomes e Malcata,1999). Os
lactobacilos sdo gram-positivos, ndo formadores de esporos, nao flagelados,
aerotolerantes ou anaerobicos e estritamente fermentativos (Charteris et al., 1997,
Gomes & Malcata,1999).

Nao esta estabelecida a quantidade otima de bactérias probidticas
necessdria para promover beneficios nutricionais aos consumidores (Gilliland et
al., 2002). Viderola e Reinheimer (2000) sugerem niveis acima de 10’ UFC por
grama ou mililitros do produto para serem garantidos efeitos funcionais
fisiolégicos. Outros autores preconizam nimero minimo de células viaveis de 10°
UFC.g'1 (Shah et al. 1995, Samona e Robinson, 1991). Possivelmente essas
contagens sejam ainda efetivas no caso de produtos lacteos consumidos com
freqiéncia regular (Viderola e Reinheimer, 2000). A legislagdo brasileira
estabelece que iogurtes devem apresentar contagens de bactérias laticas totais de
10’ UFC.g™" e no caso de mengédo ao uso de bifidobactérias a contagem minima
destas deve ser de 10° UFC.g™' (BRASIL, 2000).

Barreto et al. (2003), quantificando culturas probidticas de 15 marcas
comerciais de iogurtes e leites fermentados vendidos no Brasil, observaram que
grande parte apresentava contagem total de bactérias dentro dos limites minimos
recomendados. No entanto, a maioria dos produtos que declaravam a presenca de
L. acidophilus e bifidobactérias apresentavam contagens inferiores a 10° UFC.g™".
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As bactérias probidticas crescem lentamente no leite pela sua baixa
atividade proteolitica e a pratica usual € de adicionar bactérias laticas para reduzir
o tempo de fermentacéo (Shihata e Shah, 2000). As culturas laticas tém, portanto,
a dupla funcao de acidificar o meio - para que seja atingido o ponto isoelétrico da
caseina, ocorrendo formagao da rede - e a liberacdo de aminoacidos e peptideos
para promover a multiplicacdo das culturas probioticas. Além destes motivos
citados as bactérias laticas conferem sabor e aroma caracteristicos do iogurte.

Outra tendéncia da industria de laticinios € de adicionar prebiodticos em
iogurtes e leites fermentados contendo fermentos probiéticos. Prebidticos sao
substancias néo hidrolisadas e ndo absorvidas pelo intestino delgado que servem
como substrato para microrganismos especificos no intestino grosso (Berg, 1998).
Segundo Borges (2001) qualquer alimento que atinja o célon pode, teoricamente,
ser considerado prebiético. No entanto, segundo a autora, até o momento
somente a inulina e oligofrutose sao atribuidos efeito bifidogénico, isto €, que
estimula o crescimento intestinal das bifidobactérias. Os produtos que contém
probidticos e prebidticos sdo denominados de simbidticos (Schrezenmeir & De
Verse, 2001).

O iogurte sofre modificagcbes ao longo da estocagem, tais como pos-
acidificacao, perda de viabilidade das culturas, sinérese e mudangas de textura.

A pesquisa de Lankaputhra et al. (1996) confirmou a hipbtese de que
peroxido de hidrogénio (produzido pelas bactérias laticas, especialmente Lb e
condi¢des acidicas (tipicas do iogurte) apresentam efeito sinergistico na inibicao
de bifidobactérias. O L. bulgaricus segue produzindo &cido latico durante a
estocagem refrigerada do produto — processo conhecido como pés-acidificacdo —
afetando a viabilidade das culturas probiéticas (Dave e Shah, 1998). Segundo
Rasic e Kurmann (1978), durante o armazenamento refrigerado a produgédo de
acido pelo estreptococo € extinta em pH 4,3 — 3,9 e do lactobacilo de pH 3,8 — 3,5.
Abaixo do pH 4,0 o lactobacilo contribui mais expressivamente para a acidificagéo.

As proteinas do soro de leite podem melhorar o crescimento dos fermentos
empregados, através de fatores promotores de crescimento que sao,
aparentemente, peptidios contendo cisteina (lbrahim e Bezkorovainy, 1994).
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Consequentemente, o tempo de fermentacdo é diminuido. Outro possivel atributo
desejavel do CPS é o de aumentar a viabilidade das culturas devido a sua
capacidade tamponante conferida pelas proteinas, fosfatos e sais, tal como o
citrato (Kailasapathy e Supriadi, 1996).

Saxelin et al. (1999) afirmam que os produtos laticos com probidticos
apresentam propriedades organolépticas bem aceitaveis pelos consumidores.

O concentrado protéico de soro de leite modifica as propriedades de textura
e dessoragem dos produtos aos quais € aplicado aumentando a firmeza de
iogurtes desnatados (Antunes et al., 2004a, Antunes et al., 2004b).

Este estudo objetivou avaliar a influéncia da adigao de concentrado protéico
do soro de leite no crescimento e viabilidade das culturas laticas e probioticas, no
perfil de textura e na dessoragem, ao longo da vida-de-pateleira dos iogurtes.

Objetivou-se também analisar sensorialmente os produtos de interesse.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Foram empregados leite UHT e em pd, ambos desnatados e obtidos no
comércio local, e concentrado protéico de soro de leite (contendo cerca de 80% de
proteinas) adquirido da empresa NZMP.

Utilizou-se quatro lotes de leite UHT, designados pelas letras A, B, C e D.

Culturas isoladas de bactérias laticas Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus (LB 340) e Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (TA 072); e
probidticas Lactobacillus acidophilus (LAC 4) e Bifidobacterium longum (BL) foram
utilizadas. Os sachés contendo as culturas liofilizadas foram gentilmente cedidos
pela Rhodia.

2.2 Métodos

2.2.1 Composicao Quimica Basica
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Os leites UHTs empregados na manufatura dos iogurtes foram analisados
quanto a sua composicao centesimal. Sélidos totais, proteinas, lipidios e cinzas
foram determinados segundo metodologias descritas pela A. O. A. C. (1996). O
percentual de lactose foi obtido conforme o método de Fehling (Lanara, 1981). Os
iogurtes foram analisados apenas quanto ao percentual de sélidos totais.

2.2.2 Seletividade dos Meios de Cultura
Avaliaram-se alguns meios de cultura citados na literatura para verificar se
proporcionavam crescimento seletivo de cada uma das culturas empregadas,

(Tabela 4.1).

Tabela 4.1 Indicacgdes bibliograficas dos meios e condi¢cdes de cultivo das culturas

Meio de B A
Cultura Incubacao T (T) t(h) Referéncia
cultura
L. bulgaricus MRS-A  anaerébica 43 72 Dave e Shah (1996)
S. thermophilus ~ ST-Agar  aerdbica 37 24 Dave e Shah (1996)
L. acidophilus MRS-B aerbbica 37 72 Viderola e Reinheimer (1999)
B. longum MRS-LP anaerébica 37 72  Lapierre et al (1992), modificado

por Zacarchenco (2003)

2.2.3 Determinagao da Contagem Inicial das Culturas

Para fixar a propor¢cao de cada cultura liofilizada para produg¢ao dos iogurtes
foram determinadas as UFCs (unidades formadoras de colbnias) por grama de
liofilizado contido nos sachés.

A contagem inicial foi determinada conforme descrito a seguir: pesagem de
0,1g de cada fermento e suspensdao em 9 mL de agua peptonada (0,1%) estéril e
repouso de 30 minutos para completa dispersdo das células (essa foi a diluicao
10?), seguindo-se diluicdes decimais seriadas até 10°, plaqueamento em

profundidade, em duplicata, nos meios de cultura descritos na Tabela 4.1. Ap6s o
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periodo de incubagdo procedeu-se contagem total das células vidveis na placas

que continham entre 25 e 250 colbnias.
2.2.4 Reativagédo dos Fermentos

A reativacdo dos fermentos foi padronizada e quantificada para conter
1.10"°UFC. Pesou-se quantidade de cada fermento que correspondesse a este
namero de células e adicionou-se em leite desnatado reconstituido, previamente
aquecido a 90C e resfriado a aproximadamente 40C. As culturas foram
adicionadas ao leite e incubadas conforme descrito na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 Condic¢des de incubacao para reativagao das culturas

Temperatura de Tempo de .
Culturas _ _ pH final
Incubacao () Incubacao (h)
St + Lb* 42 4-5 4,6
La 37 15-17 5,0
BI 37 15-17 5,0

* devem crescer em simbiose

Quando atingido o pH fixado para o final do processo fermentativo, as
culturas reativadas foram estocadas em refrigeragéo (6C) pelo periodo maximo
de 24 horas.

2.2.5 Preparo dos logurtes
Os iogurtes foram identificados com letras, indicando o tipo de combinagao
de fermentos, e com numeros, indicando a adicdo de CPS e/ou leite em po6

desnatado (LPD), conforme expresso na tabela a seguir e preparados conforme a
descricao da Figura 4.1.

151



Tabela 4.3 Cédigos dos iogurtes, proporcao de adicao de proteinas de leite em p6

desnatado (LPD) e concentrado protéico do soro de leite (CPS) e de adicdo de

culturas laticas

logurte LPD/CPS

Fermentos laticas

Al
A2
B1
B2
C1
C2
D1
D2

1,5:0,5
1,0:0,0
1,5:0,5
1,0:0,0
1,5:0,5
1,0:0,0
1,5:0,5
1,0:0,0

. thermophilus e L. bulgaricus (1:1)

. thermophilus e L. bulgaricus (1:1)

. thermophilus, L. bulgaricus e L. acidophilus (1:1:1)
. thermophilus, L. bulgaricus e L. acidophilus (1:1:1)
. thermophilus, L. bulgaricus e B. longum (1:1:1)

. thermophilus, L. bulgaricus e B. longum (1:1:1)

. thermophilus, L. bulgaricus e L. acidophilus e B. longum (1:0,3:1:1)

O O OB OB O O O nm

. thermophilus, L. bulgaricus e L. acidophilus e B. longum (1:0,3:1:1)

Leites desnatados UHTs

Adicao de 5% de proteina por LPD:CPS
(1:0 e 1,5:0,5)
[
Tratamento térmico (85C~3seg)

Propagacéao das [
culturas (42 ~5h)

Resfriamento

—®  Inoculagdo das combinagdes de fermentos
totalizando 2% (v/v)

Fracionamento em copos plasticos e selagem
com laminas de aluminio termossoldaveis

[
Incubacéo a 45<C até pH 4,6 (£0,05)

[
Refrigeracéo (6C)

Figura 4.1 Fluxograma do preparo dos iogurtes adicionados de concentrado

protéico de soro do leite (CPS) e/ou leite em p6 desnatado (LPD).
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As seguintes determinacbes foram realizadas nos iogurtes produzidos:
cinética de fermentacdo, percentual de sélidos totais, perfil de textura,
susceptibilidade a sinérese, viabilidade das culturas e poés-acidificacdo dos

iogurtes.

2.2.6 Cinética de Fermentacao

Durante o periodo de incubagédo o pH e o percentual de acido latico foram
monitorados a cada 15 minutos; o primeiro por leitura direta em potencidmetro
digital, e o segundo por titulagdo com NaOH 0,1N conforme Bradley et al, (1992).

Fixou-se pH 4,6 (+0,05) como o término da fermentacéo.

2.2.7 Pés-acidificacao

Durante o periodo de armazenamento (estabelecido como 21 dias) o pH e o
percentual de acido latico foram monitorados semanalmente; o primeiro por leitura
direta em potencidmetro digital, e o segundo por titulagio com NaOH 0.1N
conforme Bradley et al, (1992).

2.2.8 Perfil de Textura (TPA)

O perfil de textura foi avaliado segundo Rawson e Marshall (1997), em
texturémetro universal TAXT2, com probe cilindrico de fundo chato de 35mm de
didmetro (A/BE 35) e os resultados obtidos com auxilio do programa Texture
Expert versao 1.11 para TPA (Texture Profile Analysis). As amostras de 50 mL
fermentadas em copos plasticos de 9,2 cm de altura e didmetro interno superior e
inferior de 6,6 e 5 cm, respectivamente, foram analisadas imediatamente apds
serem retiradas da B.O.D. (onde se encontravam a 6°C), em seis replicatas dentro
do recipiente, tomando-se os trés resultados de menor desvio. As condigbes de

medida foram padronizadas em calibre do probe 60 mm, for¢ca de penetragcédo de
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15 g e velocidade de 3 mm.s™. As caracteristicas de interesse para o iogurte
foram dureza, coesividade, elasticidade e gomosidade (produto das duas

primeiras).
2.2.9 Susceptibilidade a Sinérese

A suscetibilidade a sinérese foi obtida pelo método de Guirguis et al. (1984),
pela drenagem, em seis replicatas (tomando-se os trés resultados de menor
desvio), do iogurte sobre peneira de ago inoxidavel com tela 120 mesh, colocada
sobre funil acoplado & proveta graduada. Sinérese (mL.100g™") foi expressa com
volume de exudato coletado apos 2 horas de refrigeragao a 6.

2.2.10 Crescimento e Viabilidade das Culturas

A contagem do numero de unidades formadoras de colénias dos fermentos
laticos foi realizada segundo Dave e Shah (1996). L. bulgaricus foi quantificado no
meio Agar MRS acidificado (pH 5,2) e incubagéo anaerdbica a 43 por 72 horas;
e S. thermophilus em Agar ST e incubagdo aerébica a 37C por 24 horas. Os
ingredientes para o preparo de 1L de meio Agar ST sdo: 10g de triptona, 10g de
sacarose, 59 de extrato de levedura e 2g de K:HPO4 dissolvidos em 1L de 4gua
destilada. O pH foi ajustado para 6,8 + 0,1 e adicionado 6 mL de azul de
bromocresol e 12 g de agar.

As UFCs dos fermentos probidticos foram determinadas com os seguintes
meios de cultura: L. acidophilus em meio Agar MRS adicionado de 0,15% bile (pH
6,8 £ 0,02) e incubagdo aerdbica a 37C por 72 horas conforme Viderola e
Reinheimer (1999); B. longum em meio Agar MRS com 0,9% de propionato de
sodio e 0,6% cloreto de litio (pH 6,7 + 0,02), incubag¢do anaerdbica a 37T por 72
horas conforme Lapierre et al. (1992) e modificado na quantidade de agentes
inibitérios por de Zacarchenco (2003).

Para gerar atmosfera pobre em oxigénio, necessaria para as incubacoes
anaerobicas, foi utilizado Anaerobac (Probac).

154



2.2.11 Anélise Sensorial

A analise sensorial dos iogurtes foi realizada em duas etapas distintas.

A primeira consistiu em Teste de Diferenca do Controle para avaliar se os
provadores seriam capazes de identificar diferenca entre as amostra devido a
presenca de CPS e de fermentos probidticos. Os iogurtes confrontados foram A1,
A2, D1 e D2 (conforme Tabela 4.1). Essa analise foi realizada com 20 provadores
consumidores de iogurte natural aos quais se solicitou provarem as amostras de
iogurte natural comparando-as ao padrao (A2) em termos globais através de uma
escala de 0 a 9. O numero 0 da escala assinalava que nao existiam diferencas
entre as amostras e 0 9 que as amostras eram extremamente diferentes, podendo
ser inferido que o numero 3 corresponderia a diferenca leve e o 6 diferenca
moderada entre as amostras. A ficha de aplicacdo do teste encontra-se no
apéndice 3.

Posteriormente foi realizado Teste de Aceitacdo com 30 julgadores,
consumidores de iogurte natural, utilizando-se escala hedénica ndo estruturada de
9 centimetros (ver anexos). O objetivo dessa andlise era verificar a aceitagao dos
iogurtes probidticos com e sem adicdo de CPS (D1 e D2). Por se tratar de um
produto que geralmente ndo é consumido puro, aos provadores foram oferecidas
as opgdes de acrescentarem mel, agucar, adogante ou geléia de frutas (conforme
fosse 0 consumo habitual dos individuos). As amostras foram apresentadas
monadicamente. Os julgadores avaliaram os atributos aparéncia, sabor, textura e
impressdo global, e indicaram a intengdo de compra do produto caso o
encontrassem a venda no mercado.

2.2.12 Andlise Estatistica
Os resultados foram analisados por ANOVA e teste de Tukey (p<0,05) para

a comparacao das médias e Dunnett (p<0,05) - especificamente para o Teste de
Diferenca do Controle - com o programa SAS (v. 8.2, 2001).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composigao Quimica Béasica

Diversos lotes de leite foram necessarios para confeccionar as oito
diferentes amostras, avaliadas no inicio e final do periodo de armazenamento, em
dois experimentos completos independentes. A intengdo original era de utilizar-se
um unico lote de leite pasteurizado para que o lote ndo se tornasse mais uma
variavel da pesquisa. Entretanto, optou-se pelo leite UHT pela conveniéncia (nao
necessitar de refrigeracdo) e pelo fato do congelamento também acarretar
algumas alteracdes no leite.

Conforme a Tabela 4.4 os lotes de leite apresentaram diferencas nos
percentuais de macro e micronutrientes. O lote B, em especial, apresentou
percentual estatisticamente menor de gordura (0,06%) e maior de proteina
(3,18%), diferindo dos demais.

Tabela 4.4 Composicdo quimica basica dos diferentes lotes de leite UHTs
desnatados empregados no preparo dos iogurtes

Componentes Lotes de leite

(cyo) A1 2 BS,5,6 C7,4 D8

Solidos totais 8,94 (£0,02)* 8,89 (+0,04)2 8,72 (x0,02)° 8,65 (+0,03)°
Proteinas* 2,80 (0,01)° 3,18 (0,01)* 2,98 (+0,01)> 2,81 (+0,01)°
Lipidios 0,32 (+0,01)* 0,06 (0,00)° 0,21 (0,00)° 0,23 (+0,03)°
Lactose 4,94 (+0,01)> 4,85 (+0,08)° 4,73 (+0,05)° 4,85 (+0,00)*°
Cinzas 0,72 (+0,00)®° 0,74 (x0,01)® 0,70 (¥0,00)° 0,73 (+0,00)*°

1- iogurtes A1 e A2; 2- iogurtes B1 e B2; 3- iogurtes C1 e C2; 4- iogurtes D1 e D2; 5- repeticao dos
iogurtes A1 e A2; 6- repeticao dos iogurtes B1 e B2; 7- repeticado dos iogurtes C1 e C2; 8- repeticdo
dos iogurtes D1 e D2

*N x 6,38

Médias + devio padrdao com letras iguais na mesma linha nao diferem estatisticamente (p>0,05).
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3.2 Seletividade dos Meios de Cultura

De acordo com a Tabela 4.5 os meios MRS-B e MRS-LP foram eficazes
para o crescimento seletivo dos fermentos L. acidophilus e B. longum,
respectivamente. No entanto, os meios ST-Agar e MRS-A proporcionam o
crescimento de duas ou mais culturas diferentes. Em decorréncia disso, optou-se
por fazer apenas contagens de microrganismos probiéticos nos iogurtes B+, By, Cy,
Co, D1 e Do.

Tabela 4.5 Seletividade dos meios para contagens isoladas de culturas laticas e

probidticas

. . Meios de cultura
Microrganismo

ST-Agar MRS-A MRS-B MRS-LP
S. thermophilus + - - _
L. bulgaricus - + - _
L. acidophilus + + + -
B. longum - + - +

+ houve crescimento
- ndo houve crescimento

3.3 Cinética de Fermentacao

As curvas de fermentacao dos iogurtes estabilizados por CPS e/ou LPD e
fermentados por diferentes combinagdes de culturas encontram-se ilustradas na
Figura 4.2.

Concordando com os resultados obtidos em trabalho anterior (Antunes et
al., 2004a), os iogurtes adicionados de CPS apresentaram tempo de incubacao
menor; cerca de 15 minutos de vantagem em relacdo as amostras acrescidas
apenas de LPD e fermentadas com combinagédo de culturas equivalente. Dave e
Shah (1998), também observaram queda mais rapida do pH em iogurtes contendo

CPS ou soro de leite em pd.
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A combinacao St, Lb e Bl (nas proporcoes de 1:1:1) acelerou a acidificacao.
Os iogurtes C1 e C2 atingiram pH 4,6 cerca de 30 minutos antes que Al e A2,
respectivamente. De forma semelhante, as amostras B1 e B2 (fermentadas por St,
Lb e La, em proporgdes iguais) também favoreceram a diminuicdo do pH, desta
vez em 15 minutos, utilizando amostras A1 e A2 como referéncia. Pereira (2002)
utilizando as culturas tradicionais (St e Lb) e probiéticas (L. acidophilus e B. lactis)
observou que o tipo de cultura afetou significativamente o tempo de fermentagéao
dos iogurtes. A pesquisadora relatou que os produtos fermentados apenas pelas
culturas tradicionais apresentaram maior tempo de fermentagéo.

Confirmando trabalho anterior (Antunes et al., 2004a), observou-se que
embora o CPS tenha proporcionado iogurtes de fermentacdo mais rapida, a
quantidade de acido latico destes produtos tendeu a ser inferior a encontrada nos
iogurtes com LPD apenas, como pode ser verificado na Figura 4.2 (B). Modler et
al. (1983), reportaram menor acidez titulavel em iogurtes estabilizados por CPS
(obtido por eletrodialise) do que nos produtos estabilizados por LPD.

O CPS, sendo excelente agente gelatinizante, conferia consisténcia tipica
de iogurte apds cerca de 3h de fermentacdo, enquanto que nos iogurtes nao
adicionados de CPS, o mesmo ocorria em torno de 3:30h. Alguns laticinios
estabelecem o fim do processo fermentativo tdo logo se evidencie o aspecto de
gel lacteo. Uma das vantagens desta pratica € produzir iogurtes mais suaves - nas
condicbes deste trabalho em pH levemente abaixo de 4,9 observava-se gel
caracteristico de iogurte. No entanto, quando a fermentacao prossegue até pH 4,6
a estabilidade do produto potencializa-se.

O concentrado protéico de soro, portanto, proporcionou iogurtes com
fermentagao mais rapida e menor teor final de acido latico.
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Figura 4.2 Curvas de pH (A) e de producao de acido latico (B) durante fermentacao

dos iogurtes adicionados de CPS e LPD (A1, B1, C1 e D1) e apenas LPD (A2, B2,

C2, D2); e fermentados por Ste Lb (A1 e A2), por St, Lbe La (B1 e B2), por St, Lbe

Bl (C1eC2). epor St. Lb. Lae Bl (D1 e D2).
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3.4 Pos- acidificagao

A pés-acidificacao de iogurtes, por definicdo, € a producao de acido latico
durante sua refrigeracéao e estocagem (Rasic e Kurmann, 1978).

Na Figura 4.3 esta ilustrada a pés-acidificacdo dos iogurtes experimentais
durante o periodo de 21 dias de armazenamento.

O L. bulgaricus é o principal responsavel pela pés-acidificacao dos iogurtes,
mas por outro lado ele contribui consideravelmente para a produgdo de compostos
aromaticos, especialmente o acetaldeido, caracteristico do iogurte (Rasic e
Kurmann, 1978, Guyot, 1992). Além disso, quando os leites acidificados
apresentam L. acidophilus sao caracterizados por aroma pobre devido ao fato
desse microrganismo produzir uma alcool desidrogenase que converte 0
acetaldeido em alcool (Marshall e Cole, 1983).

No sétimo dia de armazenamento o pH de todos os iogurtes caiu em média
para 4,35, com excecdo das amostras D1 e D2 que apresentaram neste periodo
pH em torno de 4,51 (Figura 4.3 A). Isto se deve, presumivelmente, a menor
proporgao de L. bulgaricus adicionadas a estes dois iogurtes (Tabela 4.3).

Segundo a Figura 4.3 B, os primeiros 7 dias de estocagem se
caracterizaram por importante producédo de &cido latico para todas as amostras,
exclusive o iogurte D1. O referido iogurte tendeu a discreto aumento no percentual
de lactato durante a vida-de-prateleira, finalizando esse periodo com total de
1,34%, valor equivalente ao obtido no final do processo fermentativo dos iogurtes
A2 e B2.

Nas semanas subsequlientes a atividade metabdlica das culturas laticas
reduziu consideravelmente a julgar pela menor producao de acido latico, a partir
do 7°dia (Figura 4.3 B). Dave e Shah (1997), obser varam que apés o 5°dia de
estocagem a 4C a acidez titulavel apresentou-se constante até o 35° dia,
independentemente da combinacao de fermentos empregada.

Pereira (2002) observou que o uso de culturas probidticas oferece a
vantagem de uma menor pos-acidificacdo dos iogurtes. O mesmo resultado foi
constatado neste trabalho.
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Segundo Hughes e Hoover (1991) e Guyot (1992) o S. thermophilus e as
bifidobacterias produzem unicamente &cido latico L (+) enquanto que o L.
bulgaricus e L. acidophilus produzem acido latico D (-). Os iogurtes muito acidos
contém maior quantidade de acido latico D (-), devido a atividade remanescente
do Lb e, sendo este dissacarideo oxidado muito lentamente pela via enzimatica, é
inconveniente para o metabolismo, especialmente de criancas (Hughes e Hoover,
1991, Guyot, 1992).

Tem havido um aumento na preferéncia dos consumidores por iogurte Mild
(com menos acidez), sobretudo para o tipo branco, ou seja, sem adicédo de frutas
e/ou acgucar (Chaves, 2002). Dentre as vantagens do iogurte Mild os
pesquisadores Kneifel et al. (1992) citam a menor pés-acidificacdo do produto. O
iogurte “suave” representa conjuntamente uma alternativa para a industria
aumentar a viabilidade das culturas quando se trata de iogurte probi6tico.

No entanto, o iogurte de baixa acidez (pH > 4,6) pode sofrer separagao
intensa de soro porque o gel ndo foi suficientemente formado (Pinheiro et al.,
2002). As modificagées nos ingredientes (substituicdo parcial do leite em pé por
concentrado protéico do soro do leite, por exemplo) poderiam contornar esse

problema proporcionando produtos com qualidade tecnolégica assegurada.
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Figura 4.3 Curvas de pH (A) e de producao de &cido latico (B) durante a vida-de-
prateleira dos iogurtes adicionados de CPS e LPD (A1, B1, C1 e D1) e apenas
LPD (A2, B2, C2, D2); e fermentados por Ste Lb (A1 e A2), por St, Lbe La (B1 e
B2), por St, Lbe Bl (C1 e C2), e por St, Lb, Lae Bl (D1 e D2).
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3.5 Perfil de Textura, Sinérese e Solidos Totais

As variagbes no perfil de textura e sinérese dos iogurtes em funcao da
adicao dos CPS, da combinacdo de fermentos lacteos e do tempo de
armazenamento dos iogurtes podem ser observadas nas Figuras 4.4 a 4.8.

Em linhas gerais, a textura dos iogurtes nao foi influenciada pela
combinagao das culturas empregadas, mas dependeu do tipo de suplementacéo e
do tempo de estocagem, confirmando os resultados observados por Oliveira et al.
(2001) e Jaros et al (2002).

Para todas as amostras ocorreu aumento da dureza ao longo do
armazenamento, conforme Figura 4.4. Barrantes et al. (1994) observaram
igualmente aumento da firmeza de iogurtes em decorréncia da estocagem. No
entanto, esta variacdo so6 foi estatisticamente significativa para as amostras B1 e
C2. A presenca do CPS tendeu a conferir iogurtes mais firmes, assim como em
trabalho anterior (Antunes et al, 2003b). O tipo de combinacao de culturas laticas
nao influiu nesta variavel independente.

Durante estocagem ocorreu diminuicdo da gomosidade dos iogurtes, com
excecao das amostras fermentadas por St, Lb e Bl (iogurtes C1 e C2), que
mantiveram valores semelhantes entre os dois periodos (Figura 4.5). A
suplementacdo dos iogurtes com concentrado protéico do soro de leite
proporcionou aumento de gomosidade estatisticamente significativo (p<0,05),
comparando-se os iogurtes A1 com A2, B1 com B2, C1 com C2 e D1 com D2.

Elasticidade e coesividade das amostras apresentaram tendéncia contraria
a dureza, diminuindo ao longo do armazenamento.

A Figura 4.8 ilustra a sinérese dos iogurtes. A adicdo de CPS resultou em
iogurtes com capacidade de retencdo de agua significativamente maiores. O
armazenamento proporcionou maior estabilidade a dessoragem dos iogurtes,
corroborando com os resultados observados por Barrantes et al. (1994). No
entanto, Dannenberg e Kessler (1988) afirmam que durante a estocagem ocorre

aumento de sinérese.
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No estudo de Saxelin et al (1999) foi observada maior sinérese nos leites
fermentados por linhagens probioticas. No presente trabalho os iogurtes B2 e D2
diferiram estatisticamente do A2 indicando maior dessoragem para os iogurtes
com L. acidophilus. Porém, quando aplicado CPS (A1, B1 e D1) n&o foi observada
diferenca estatisticamente significativa na sinérese dos iogurtes como pode ser
verificado na Figura 4.8.

Em trabalho anterior (Antunes et al., 2003a) observou-se que a umidade
espremivel &€ maior nos géis de CPS de pH 4,0 comparados aos de pH 4,6. Isto
sugere que durante a poés-acidificacdo ocorreria melhora da capacidade de
retencao de agua nos iogurtes adicionados de CPS, no entanto, como os referidos
iogurtes apresentaram pequena diminuicdao de pH durante a estocagem (Figura
4.3 B), nao foi possivel confirmar esse resultado.

O teor de soélidos totais dos iogurtes contendo CPS (A1, B1, C1 e D1) ficou
em torno dos 17%, enquanto dos iogurtes contendo apenas LPD (A2, B2, C2 e
D2), em torno dos 18% (Figura 4.9).

Sinérese e dureza nao estiveram diretamente relacionadas ao percentual
de soélidos, portanto estas caracteristicas relacionaram-se mais a qualidade dos
sOlidos do que a sua quantidade, confirmando trabalho anterior (Antunes et al.,
2004).

Oliveira e Damin (2002) observaram que os leites contendo maiores teores
de solidos totais apresentaram maior acidez total, independente da co-cultura (St,
Lb, La ou L. rhamnosus) usada. Neste trabalho a acidez final dos iogurtes
fermentados por combinacdes de St, Lb e La, foi igualmente maior nos iogurtes
com maior percentual de sélidos totais, no entanto, nos iogurtes com combinacdes
de fermento incluindo B. longum nao se observou a mesma tendéncia.

As Figuras 4.10 a 4.13 ilustram de forma gréfica as curvas instrumentais de
perfil de textura dos iogurtes.

Evidencia-se na Figura 4.10 que o0 ao término do periodo de estocagem
(21° dia) ocorreu aumento na dureza (correspondente ao primeiro pico) dos
iogurtes representados (A1 e A2), especialmente no iogurte adicionado de CPS.
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Figura 4.9 Sélidos totais dos iogurtes adicionados de CPS e LPD (A1, B1,
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Figura 4.10 Perfil de textura dos iogurtes A1 e A2 adicionados de LPD e CPS (__ )
e apenas LPD (), fermentados por S. thermophlius e L. bulgaricus, avaliados no

inicio (1°dia) e final (21°dia) da vida-de-pratel eira.
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Figura 4.11 Perfil de textura dos iogurtes B1 e B2 adicionados de LPD e CPS (__ )

e apenas LPD (

), fermentados por S. thermophlius, L. bulgaricus e L.

acidophilus, avaliados no inicio (1°dia) e final (21°dia) da vida-de-prateleira.
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Figura 4.12 Perfil de textura dos iogurtes C1 e C2 adicionados de LPD e CPS (___ )
e apenas LPD ( ), fermentados por S. thermophlius, L. bulgaricus, B. longum,

avaliados no inicio (1°dia) e final (21°dia) da v ida-de-prateleira.

Force [g] . Force (g .
00,0 1°dia £00,0 21°dia
s000 700,0

600,00
500,0

S00,0
400,0

400,0
200,0
200,0
200,0

200,0
00,0

100,0

00—
ITJ ) g Jug | 20,0 30,0 u'n.i; 0h_ ] 00 00
100,0 100,0

Time [sec]

Titne [sec)

Figura 4.13 Perfil de textura dos iogurtes D1 e D2 adicionados de LPD e CPS(__ )
e apenas LPD (), fermentados por S. thermophlius, L. bulgaricus, L. acidophilus

e B. longum, avaliados no inicio (1°dia) e final (21°dia) da vida-de-prateleira.
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Os iogurtes B1 e B2 apresentaram perfis de textura semelhantes entre si
nos dois momentos da avaliagéo (Figura 4.11).

A adicdo de CPS aumentou expressivamente a dureza dos iogurtes
fermentados pelas combinag¢des de St + Lb + Bl (Figura 12) e St + Lb + La + Bl
(Figura 4.13).

3.6 Crescimento e Viabilidade das Culturas

Os iogurtes com e sem adicdo de CPS foram produzidos no mesmo dia,
utilizando-se o0 mesmo inéculo, para permitir a avaliacdo do efeito desse
ingrediente no crescimento e viabilidade das culturas. As contagens das culturas
foram feitas no 1°dia da producdo dos iogurtes e ao 21°dia (final da vida-de-
prateleira) e encontram-se na Figura 4.14.

As condicbes de preparo, inoculacdo e incubagdo resultaram em
crescimento equilibrado de St e Lb nos iogurtes A1 e A2 (em torno de 10® UFCs
para ambos, mantendo-se a mesma contagem até o final do armazenamento).

Alguns dos fatores que influenciam na propor¢cdo de St e Lb ao final do
processo fermentativo, segundo Rasic e Kurman (1978) sdo: temperatura de
incubagao, que sendo maior ou menor que 45T favore ce, respectivamente, Lb e
St; tempo de incubagéao, que longo (mais de 5 horas) favorece Lb e curto (cerca de
2 a 3 horas) é favoravel ao St; e quantidade de in6culo, que alta (maior que 5%)
estimula Lb, enquanto que pequena (0,5 a 1%) estimula St.

O CPS adicionado n&o pareceu exercer influéncia alguma no crescimento
das culturas laticas. Bury et al. (1998), por outro lado, observaram estimulo do
crescimento dessas bactérias causado pelo acréscimo de CPS. Da mesma forma,
Champanhe et al. (1996) avaliaram a adequabilidade do CPS como meio de
crescimento para producao de culturas laticas, obtendo maiores contagens de
bactérias do que quando leite foi empregado em seu lugar.

Devido ao fato de terem sido iogurtes de fermentacdo mais rapida (ver
Figura 4.2), os iogurtes adicionados de CPS poderiam apresentar contagens
menores de culturas laticas e probibticas, no entanto, isto ndo foi observado.
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Focando a atencéo nos iogurtes B e C, observou-se que a adicdo de CPS
melhorou a viabilidade dos fermentos L. acidophilus e B. longum, especialmente
do primeiro, que apresentou contagem de 1,9 ciclo logaritmico maior comparando-
se a vida-de-prateleira do iogurte B2 com B1. A cultura de L. acidophilus foi mais
sensivel do que a de B. longum, nos iogurtes B e C, respectivamente. Este
resultado confirma os dados de Dave e Shah (1997) que apontaram rapida
diminuicao de La, possivelmente pela producao de peroxido de hidrogénio pelo Lb.
Os autores também relataram maior estabilidade para as bifidobactérias durante o
armazenamento. Gillland e Speck (1977) encontraram perdas maiores de 99%
(correspondente a dois ciclos logaritmicos) na viabilidade de L. acidophilus ap6s a
manufatura de iogurte de consisténcia firme.

A sobrevivéncia de L. acidophilus e B. bifidum é prejudicada por baixo pH
(Shah et al. 1995) tal como ocorre durante a poés-acidificacdo. Perdxido de
hidrogénio produzido por L. bulgaricus apresenta efeito antimicrobiano, afetando o
crescimento de bactérias probiéticas (Dave e Shah, 1997; Dave e Shah, 1998).
Samona e Robinson (1994), citam ainda a secrecdo de bacteriocinas por L.
bulgaricus, podendo comprometer a sobrevivéncia de bifidobacterias. Outros
fatores que podem causar injuria celular aos probidticos sdo: temperatura de
estocagem inadequada, presenca de oxigénio, concentracdo de &acido latico e
aceético muito elevada, presenca de conservantes devido a adigcdo de frutas e
outros ingredientes, antagonismo entre os fermentos, etc... (Dave e Shah, 1997;
Dave e Shah, 1998).

Para contornar o problema da pés-acidificacao dos iogurtes a tendéncia é
usar fermentos desprovidos de L. bulgaricus, tais como ABT (L. acidophilus,
bifidobactéria e S. thermophilus), conforme Dave e Shah (1998). Contudo,
considerando-se que o termo iogurte é definido como o produto resultante da
fermentacao do leite por cultura mista de S. thermophilus e L. bulgaricus (BRASIL,
2000), neste trabalho optamos apenas por diminuir a propor¢cdo deste
microrganismo nos iogurtes D1 e D2.

Nos iogurtes D, fermentados por combinagéao de St, Lb, La e B/ (1:0,3:1:1)

foi identificado maior crescimento de células e melhora da sua viabilidade para
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ambos 0s microrganismos probidticos, especialmente para L. acidophilus com
acréscimo de 1,8 ciclo logaritmo, comparando-se a vida-de-prateleira dos iogurtes
D1 com D2. QOliveira et al. (2001) avaliando uso de soro de leite em pd, hidrolisado
de caseina e proteinas do leite em p6 (com 16, 70 e 43% de proteina,
respectivamente) para enriquecimento de leites fermentados, obtiveram
manutencdo do numero de células de L. acidophilus somente com o primeiro
produto, enquanto que para os outros dois produtos ocorreu diminuigdo das
contagens. Kailasapathy e Supriadi (1996) concluiram através de sua pesquisa
que a substituicdo parcial de LPD por CPS permitiu que um grande numero de L.
acidophilus permanecesse viavel durante os 21 dias de estocagem.

As variaveis pH e percentual de acido latico nao pareceram ser
responsaveis pela diminuicdo de viabilidade dos fermentos probidticos nos
iogurtes adicionados de LPD. Comparando-se a pos-acidificacdo dos iogurtes B2,
C2 e D2 (Figura 4.3) observou-se valor semelhante de pH e percentual de lactato
para todos no ultimo dia de armazenamento, embora as contagens de La e Bl
tenham diferido entre iogurtes B2 e C2 comparados com D2. No estudo de Dave e
Shah (1998), a diminuicdo do pH e aumento da acidez titulavel ndo pareceu ser
fator decisivo na viabilidade das bifidobactérias durante a estocagem refrigerada
dos iogurtes.

As espécies de Bifidobacteria tais como B. longum sao muito exigentes,
requerendo fatores de crescimento especificos para crescimento (Shah et al.
1995). Ibrahim e Bezkorovainy (1994), demonstraram que o-lactoalbumina e B-
lactoglobulina, principais proteinas do soro do leite, sdo excelentes agentes
promotores de crescimento para B. longum. No presente trabalho observou-se
discreta interagao positiva entre CPS e B. longum. Mas, Dave e Shah (1998)
obtiveram aumento >3 ciclos logaritmicos na contagem de bifidobactérias nos
iogurtes (fermentados com cultura ABT) suplementados com CPS.

Zacarchenco (2003) utilizou os mesmos fermentos probibticos desta
pesquisa (EZAL LAC4 e BL) na elaboragdo de leites fermentados com
combinagao de culturas ABT. Ao término de 21 dias de estocagem ela observou

que as contagens de B/ permaneciam constantes ou haviam reduzido 1 ciclo

179



logaritmico, enquanto que as contagens de células viaveis de La apresentavam
reducéo de 1 a 2 ciclo logaritmicos.

O efeito favoravel do CPS nas culturas probioticas pode ser atribuido ao
fato deste produto representar uma fonte de peptideos e aminoacidos quando
tratado termicamente na pré-mistura do iogurte, além disso, as proteinas do soro
sao ricas em aminodacidos sulfurados, os quais sao liberados, conjuntamente no
aquecimento, diminuindo o potencial redox (Dave e Shah, 1998).

Cabe ressaltar que embora as contagens de L. acidophilus tenham
permanecido acima de 10° UFC.mL™" ao final do periodo de armazenamento nos
iogurtes contendo CPS, os referidos iogurtes nao atenderam a legislacao brasileira
em vigor quanto ao numero de bifidobactérias.
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3.7 Analise Sensorial

As caracteristicas sensoriais dos leites fermentados representam um
importante aspecto para aceitagdo dos produtos por parte dos consumidores
(Gardini et al. 1999).

A andlise sensorial foi realizada em duas etapas: a primeira por Teste de
Diferenca do Controle, utilizando-se os iogurtes naturais A1 e A2 e naturais
probiéticos D1 e D2; a segunda por Teste de Aceitagao avaliando-se D1 e D2.

3.7.1 Diferenca do Controle

Nesta primeira etapa objetivou-se avaliar se os provadores seriam capazes
de identificar diferenca entre as amostras devido a presenca de CPS e de culturas
probidticas. Fixou-se iogurte A2 como o padrao, por tratar-se do produto com o
qual os consumidores estdo mais habituados (adicionado apenas de LPD e
fermentado pelas culturas laticas tradicionais). Os resultados, analisados por teste

de Dunnett encontram-se expressos na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 Comparacao entre iogurte padrao (A2) e iogurtes adicionados de CPS
(A1 e D1) e fermentados por probidticos (D1 e D2).

Comparagéo de amostras Diferenga entre meédias
A2 e A1 1,85%
A2 e D1 2,55*
A2 e D2 0,95

* Diferencga significativa (p<0,05)

Concluiu-se por esse teste que os provadores foram capazes de identificar
que o iogurte adicionado de CPS diferia dos ndo adicionados desse ingrediente.
No entanto, eles nao foram capazes de identificar diferengcas pela presenca de
culturas probiéticas nas amostras.

Saxelin et al. (1999) afirmam que em geral, ndo sao observadas diferencas

de sabor nos produtos contendo linhagens probidticas.
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Na pesquisa de Gardini et al. (1999) o nivel de inoculacao de L. acidophilus
variando de 0,5 a 2,5%, ndo resultou em mudan¢a na qualidade sensorial geral.
Por outro lado, Zacarchenco (2003) observou baixa aceitabilidade para leites
fermentados por S. thermophilus e L. acidophilus (108UFC.mL™"). A pesquisadora
relatou que os provadores preferiram os produtos feitos com combinagdes iniciais
de B. longum e L. acidophilus nas proporcées de 10® e 10’UCF.mL",
respectivamente, e apenas B. longum (10 UCF.mL™).

Na comparacao entre as médias dos iogurtes pelo teste de Dunnett foi
obtido valor de 1,85 entre as amostras A1 e A2, e de 2,55, entre A2 e D1. Essas
diferencas percebidas entre as amostras em fungao da adigdo de CPS sao leves,
considerando a escala empregada no teste (0= nenhuma diferenca e 9=
extremamente diferentes, conforme ficha de avaliacdo sensorial que se encontra
no apéndice C).

3.7.2 Teste de Aceitacao

O Teste de Aceitacao foi aplicado para o novo produto que se buscou
desenvolver: iogurte natural desnatado probiético. Foram avaliadas as amostras
de iogurtes probidticos com e sem adi¢cdo de CPS (D1 e D2).

Conforme a Figura 4.15 n&o foram observadas diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) na aparéncia, sabor, textura e impressado global dos
iogurtes adicionados ou nao de CPS, confirmando trabalho anterior (Antunes et
al., 2004a).

Os dados apresentados na Figura 4.16 ilustram o histograma da
distribuicdo das notas dos iogurtes avaliados.

As notas do iogurte D1 apresentaram-se espalhadas na escala, indicando
que os provadores ndo demonstraram opinides consensuais em relacdo aos
atributos avaliados (Figura 4.16 A). Se por um extremo a amostra recebeu
pontuagcées muito baixas para os quatro atributos avaliados por cerca de 3% dos
provadores, por outro recebeu pontuacdées maximas por cerca de 30% dos
julgadores para os mesmos atributos.
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Figura 4.15 Aparéncia, sabor, textura e impressao global dos iogurtes D1 e D2.
Médias seguidas de mesma letra, para 0 mesmo atributo, ndo diferem a 5% de

significancia.
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Para o iogurte D2 (Figura 4.16 B) a maior parte das notas referentes a
textura e impressdo global concentraram-se na faixa de 6 a 6,9 (30% dos
provadores) e para aparéncia e sabor, na faixa de 8 a 9 (38 e 27%,
respectivamente).

Entre os comentarios registrados pelos provadores foi descrito que ambos
os iogurtes apresentavam textura de “mingau”; que o iogurte D1 era pouco acido
(resultado coerente com a menor acidez titulavel obtida por este produto) e que o
D2 tinha aroma agradavel.

Através do Teste de Atitude do Consumidor foi observado que caso os
produtos fossem comercializados a maioria dos consumidores possivelmente
compraria os iogurtes D1 (46%) e D2 (42%) conforme Figura 4.17.

Observou-se que as intengdes de compra dos dois produtos foram muito
semelhantes, ratificando os resultados observados nas escalas hedénicas, ndo
ocorrendo diferengas estatisticamente significativas na aparéncia, sabor, textura e

impressao global das amostras com e sem CPS.

4. CONCLUSAO

O CPS proporcionou iogurtes de fermentacdo mais rapida, porém com
menor teor de lactato. A combinagéo das culturas laticas com L. acidophilus ou B.
longum nas propor¢des de 1:1:1, igualmente acelerou o processo fermentativo.

A pébs-acidificacdo dos iogurtes foi atenuada quando se diminuiu a
proporcao de L. bulgaricus do inéculo.

A textura dos produtos nao foi influenciada pela combinacdo de culturas
empregadas. Embora o L. acidophilus juntamente com as demais culturas laticas
tenha proporcionado iogurtes com maior sinérese, a presenca de CPS foi capaz
de reter a dessoragem. A suplementagdo com CPS tendeu a conferir iogurtes
mais firmes, gomosos e com maior capacidade de reter agua. Durante a vida-de-
prateleira os produtos com e sem CPS ficaram mais firmes e estaveis a

dessoragem, € menos gomosos, elasticos e coesos.
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O CPS néo exerceu influéncia no crescimento e viabilidade das culturas
laticas, no entanto, potencializou o crescimento e viabilidade dos probidticos.

Os provadores foram capazes de identificar diferenca leve nas
caracteristicas globais dos iogurtes com e sem CPS, porém nao perceberam
diferenca devido a presenca de probidticos. Quando os provadores avaliaram os
iogurtes nas condicbes em que estdo habituados (com mel, agucar, adocante ou
geléia de frutas) ndo foram evidenciadas diferengas estatisticamente significativas
(p<0,05) entre as amostras com e sem CPS.

O CPS interagiu com os demais ingredientes e com os fermentos
probidticos proporcionando iogurtes com maior estabilidade fisica e microbiologica
e com propriedades sensoriais agradaveis.
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Figura 4.16 Distribuicdo de notas para os atributos aparéncia, sabor, textura e
impressao global dos iogurtes probiéticos D1 (A) e D2 (B).
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Figura 4.17 Intencdo de compra dos iogurtes probidticos D1 (A) e D2 (B),
sendo: CC — certamente compraria; PC — provavelmente compraria, DC —
duvida se compraria, PN — provavelmente ndo compraria, CN - certamente ndo

compraria.
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CONCLUSOES GERAIS

Através desta pesquisa foi possivel concluir que:

e (Os maiores valores de dureza, coesividade, elasticidade e capacidade de
retencdo de agua dos géis acidos de concentrado protéico do soro de leite
(CPS) foram obtidos, de maneira geral, nas faixas de concentragdo de
proteina de 11-12%, temperatura e tempo de desnaturacdo de 87-89T e
24-27 min.

e Géis de CPS com pH 4,0 apresentaram-se mais elasticos e com maiores
capacidades de retengdo de agua, enquanto que os géis formados em pH
4,9-5,2 foram mais firmes, coesos € gomosos.

e A variacdo de pH, na faixa estudada, acarretou variagdes importantes no
aspecto visual dos géis de CPS. No pH 4,0 os géis apresentaram-se
opacos e de coloragdo amarelada e no pH 5,2, foram obtidos géis,
brilhantes e com expressivo dessoramento.

e Perfil de textura instrumental, sinérese, propriedades sensoriais (aparéncia,
sabor, textura e impressao global) similares as do iogurte padrao (integral
adicionado de LPD) foram obtidas com a formulacao de iogurte desnatado
adicionado de 5% de proteina, sendo a relacao dos ingredientes LPD:CPS
de 1,5:0,5.

e Com o aumento da relacdo CPS:LDP adicionados aos iogurtes, ocorreu
aumento da dureza, coesividade e diminuicdo da dessoragem, do tempo de
fermentacéo e da capacidade tamponante.

e A microestrutura dos iogurtes com 13,8 até 21,8% de soélidos totais nao
variou de forma evidente; amostras com maiores proporcbes de CPS
apresentaram estrutura levemente mais compacta, com menores espacos
intersticiais.

¢ Nos iogurtes probibticos a textura nédo foi influenciada pela combinagéao de

culturas laticas.

199



Durante a vida-de-prateleira todos os iogurtes avaliados tenderam a ficar
mais firmes e estaveis a dessoragem, perdendo, no entanto, gomosidade,
elasticidade e coesividade.

O CPS potencializou o crescimento e viabilidade dos fermentos probiéticos,
sem interferir nas laticas.

Os provadores nao foram capazes de identificar diferencas estatisticamente
significativas nas caracteristicas globais dos iogurtes em funcao do tipo de
fermentos empregados (presenga ao nao de probidticos), no entanto,
identificaram diferencga leve nos iogurtes em funcéo do acréscimo de CPS.
No teste de consumidor, no qual os provadores avaliaram os iogurtes nas
condicbes em que estdo habituados a consumi-lo (com mel, agucar,
adogante ou geléia de frutas), ndao foram observadas diferencas
significativas entre as amostras com e sem CPS.
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Tabela A1. Efeitos das variaveis independentes na dureza dos géis de CPS

Limite de Limite de
Efeito Erro padrao t(2) p confianga confianga
—95% +95%

Mean/Interc. 102,3872 0,141393 724,1305 1,91E-06 101,7788 102,9955
(1)PROT 46,49179 0,308159 150,8693 4,39E-05 45,16588 47,81769
(2TEMPER  52,46821 0,308159 170,2632 3,45E-05 51,14231 53,79412
(3)TEMPO 25,25096 0,308159 81,94122 0,000149 23,92506 26,57687

(4)PH 23,48671 0,308159 76,2161 0,000172 22,16081 24,81262
1by2 9,907963 0,308159 32,15206 0,000966 8,582059 11,23387
1by3 2,376713 0,308159 7,712606 0,016399 1,050809 3,702616
1by4 9,784963 0,308159 31,75292 0,00099 8,459059 11,11087
2by3 8,249788 0,308159 26,77116 0,001392 6,923884 9,575691
2by4 -25,3155 0,308159 -82,1505 0,000148 -26,6414 -23,9896
3by4 -7,59571 0,308159 -24,6486 0,001642 -8,92162 -6,26981

% Variacdo explicada (R°) = 0,98

Tabela A2. Coeficiente de regressado da variavel dureza dos géis de CPS (SS
Residual)

Coeficiente Limite de Limite de
de Erro padrédo t(12) p confianca  confianga
regressao —-95% +95%
Mean/Interc. 103,604 5,674844 18,25671  4,03E-10 91,23958 115,9684

(1)PROT (L) 21,86601 2,00636 10,89835 1,4E-07 17,49453 26,2375
PROT (Q) 2,965274 2,128066  1,393412  0,188767 -1,67138 7,601932
(2TEMPER (L) 24,96582 2,00636 12,44334  3,22E-08 20,59434 29,3373
TEMPER (Q) -1,62573 2,128066  -0,76395  0,459658 -6,26238 3,010932
(3)TEMPO (L) 15,59807 2,00636 7,774312  5,03E-06 11,22659 19,96955

TEMPO (Q) -1,41973 2,128066  -0,66714  0,517304 -6,05638 3,216932
(4)PH (L) 11,94924 2,00636 5,955679  6,66E-05 7,577754 16,32072
PH (Q) -0,5921 2,128066  -0,27823  0,785569 -5,22876 4,044557
1L by 2L 4,953981 2,457279  2,016043  0,066748 -0,39997 10,30793
1L by 3L 1,188356 2,457279  0,483606 0,63737 -4,1656 6,542308
1L by 4L 4,892481 2,457279  1,991015  0,069745 -0,46147 10,24643
2L by 3L 4,124894 2,457279  1,678643 0,11905 -1,22906 9,478846
2L by 4L -12,6577 2,457279  -5,15112  0,000241 -18,0117 -7,30378
3L by 4L -3,79786 2,457279  -1,54555  0,148166 -9,15181 1,556096

Variaveis em negrito — estatisticamente significativas (p<0,05).
% Variagao explicada (Rz) =0,97

Tabela A3. Coeficiente de regressao da variavel dureza géis de CPS (Erro Puro)

Coeficiente Limite de Limite de
de Erro padrédo t(2) p confianca  confianga
regressao —95% +95%
Mean/Interc. 103,604 0,355832 291,16 1,18E-05 102,073 105,135

(1)PROT (L) 21,86601 0,125806 173,808 3,31E-05 21,32471 22,40731
PROT (Q) 2,965274 0,133437  22,22228 0,002019 2,391141 3,539407
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(2TEMPER (L) 24,96582 0,125806  198,4477  2,54E-05 24,42452 25,50712
TEMPER (Q) -1,62573 0,133437  -12,1835 0,00667 -2,19986 -1,05159
(3)TEMPO (L) 15,59807 0,125806  123,9855 6,5E-05 15,05677 16,13937
TEMPO (Q) -1,41973 0,133437 -10,6397  0,008718 -1,99386 -0,84559
(4)PH (L) 11,94924 0,125806 94,98178 0,000111 11,40794 12,49054

PH (Q) -0,5921 0,133437  -4,43731 0,04722 -1,16623 -0,01797
1L by 2L 4,953981 0,15408 32,15206  0,000966 4,29103 5,616933
1L by 3L 1,188356 0,15408 7,712606  0,016399 0,525405 1,851308
1L by 4L 4,892481 0,15408 31,75292 0,00099 4,22953 5,555433
2L by 3L 4,124894 0,15408 26,77116  0,001392 3,461942  4,787845
2L by 4L -12,6577 0,15408 -82,1505  0,000148 -13,3207 -11,9948
3L by 4L -3,79786 0,15408 -24,6486  0,001642 -4,46081 -3,1349

Variaveis em negrito — estatisticamente significativas (p<0,05).
% Variagao explicada (R2) =0,97

Tabela A4. Andlise de variancia da dureza dos géis de CPS

Fonte de variagdo Soma Quadratica Graus de Média Quadratica F
Liberdade
Regressao 40003,99 14 2857,42 29,57
Residuo 1159,32 12 96,61
F. ajuste 1158,57 10 115,857 30,50
Erro puro 0,7597 2 0,37985
Total 41163,31 26

% Variacdo explicada (R®) = 0,97

Tabela A5. Efeitos das variaveis independentes na elasticidade dos géis de CPS

Limite de Limite de
Efeito Erro padrao t(2) p confianca confianca
—95% +95%

Mean/Interc.  0,799911 0,002718 294,3322 1,15E-05 0,788217 0,811604
(1)PROT 0,022163 0,005923 3,741694 0,064584 -0,00332 0,047648
(2TEMPER  0,046663 0,005923 7,878029 0,015733 0,021177 0,072148

(3) TEMPO 0,017087 0,005923 2,884882 0,102086 -0,0084 0,042573
(4)PH -0,03591 0,005923 -6,06311 0,026141 -0,0614 -0,01043
1by2 -0,01484 0,005923 -2,50501 0,129189 -0,04032 0,010648
1by3 -0,00391 0,005923 -0,66055 0,576809 -0,0294 0,021573
1by4 -0,00991 0,005923 -1,67353 0,236198 -0,0354 0,015573
2by3 0,018088 0,005923 3,053712 0,092585 -0,0074 0,043573
2by4 -0,05491 0,005923 -9,27088 0,011436 -0,0804 -0,02943
3by4 -0,02684 0,005923 -4,53097 0,045417 -0,05232 -0,00135

% Variacdo explicada (R°) = 0,81

Tabela A6. Coeficiente de regressao da variavel elasticidade dos géis de CPS (SS
Residual).

Coeficiente Limite de Limite de
de Erro padrao t(12) p confianga  confianga
regressao —-95% +95%

Mean/Interc. 0,841667 0,013498 62,35362 1,92E-16 0,812256 0,871077
(1)PROT (L) 0,015638 0,004772  3,276679  0,006621 0,005239 0,026036
PROT (Q) -0,00538 0,005062 -1,0633 0,308574 -0,01641 0,005647
(2TEMPER (L) 0,018971 0,004772  3,975145 0,001842 0,008573 0,029369
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TEMPER (Q) -0,02588 0,005062 -5,1132 0,000256 -0,03691 -0,01485
(3)TEMPO (L) 0,002446 0,004772  0,512499 0,617603 -0,00795 0,012844
TEMPO (Q) -0,01338 0,005062 -2,64375 0,021425 -0,02441 -0,00235

(49)PH (L) -0,0143 0,004772  -2,99729  0,011123 -0,0247 -0,00391
PH (Q) -0,00876 0,005062  -1,73006 0,10923 -0,01979 0,002272
1L by 2L -0,00742 0,005845  -1,26926  0,228412 -0,02015 0,005316
1L by 3L -0,00196 0,005845  -0,33469  0,743635 -0,01469 0,010779
1L by 4L -0,00496 0,005845 -0,84796  0,413056 -0,01769 0,007779
2L by 3L 0,009044 0,005845 1,547282  0,147752 -0,00369 0,021779
2L by 4L -0,02746 0,005845 -4,69745  0,000517 -0,04019 -0,01472
3L by 4L -0,01342 0,005845  -2,29579  0,040505 -0,02615 -0,00068

Variaveis em negrito — estatisticamente significativas (p<0,05).
% Variagao explicada (R% = 0,88

Tabela A7. Coeficiente de regressdo da varidvel elasticidade dos géis de CPS
firmeza (Erro Puro)

Coeficiente Limite de Limite de
de Erro padrao t(2) p confianga  confianga
regressao —95% +95%

Mean/Interc. 0,841667 0,006839 123,061 6,6E-05 0,812239  0,871094
(1)PROT (L) 0,015638 0,002418 6,466846  0,023087 0,005233  0,026042
PROT (Q) -0,00538 0,002565  -2,09853  0,170731 -0,01642 0,005653
(2TEMPER (L) 0,018971 0,002418  7,845337 0,015862 0,008567  0,029375
TEMPER (Q) -0,02588 0,002565 -10,0914  0,009677 -0,03692 -0,01485
(3)TEMPO (L)  0,002446 0,002418 1,011468  0,418261 -0,00796 0,01285
TEMPO (Q) -0,01338 0,002565 -5,2177 0,034824 -0,02442 -0,00235

(49)PH (L) -0,0143 0,002418 -5,91545  0,027408 -0,02471 -0,0039
PH (Q) -0,00876 0,002565  -3,41443  0,076112 -0,01979 0,002278
1L by 2L -0,00742 0,002962  -2,50501 0,129189 -0,02016 0,005324
1L by 3L -0,00196 0,002962  -0,66055  0,576809 -0,0147 0,010786
1L by 4L -0,00496 0,002962  -1,67353  0,236198 -0,0177 0,007786
2L by 3L 0,009044 0,002962  3,053712  0,092585 -0,0037 0,021786
2L by 4L -0,02746 0,002962 -9,27088  0,011436 -0,0402 -0,01471
3L by 4L -0,01342 0,002962  -4,53097  0,045417 -0,02616 -0,00068

Variaveis em negrito — estatisticamente significativas (p<0,05).
% Variagao explicada (R% = 0,88

Tabela A8. Andlise de variancia da elasticidade dos géis de CPS

Fonte de variagdo Soma Quadratica Graus de Média Quadratica F
Liberdade
Regressao 0,0479 7 0,0068 11,72
Residuo 0,0111 19 0,00058
F. ajuste 0,010847 17 0,00063 4,5
Erro puro 0,000281 2 0,00014
Total 0,059043 26

Variaveis em negrito — estatisticamente significativas (p<0,05).
% Variagdo explicada (R?) = 0,88
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Tabela A9. Efeitos das variaveis independentes na coesividade dos géis de CPS

Limite de Limite de
Efeito Erro padrao t(2) p confianca confianga
—95% +95%

Mean/Interc.  0,395947 0,003709 106,762 8,77E-05 0,37999 0,411905
(1)PROT 0,01275 0,008083 1,577403 0,255428 -0,02203 0,047528
(2TEMPER 0,04225 0,008083 5,227082 0,034706 0,007472 0,077028
(3) TEMPO 0,0285 0,008083 3,525961 0,071871 -0,00628 0,063278

(4)PH 0,09225 0,008083 11,41298 0,00759 0,057472 0,127028
1by2 0,0045 0,008083 0,556731 0,633694 -0,03028 0,039278
1by3 -0,01375 0,008083 -1,70112 0,231026 -0,04853 0,021028
1by4 0,007 0,008083 0,866025 0,477767 -0,02778 0,041778
2by3 0,01925 0,008083 2,38157 0,14017 -0,01553 0,054028
2by 4 -0,028 0,008083 -3,4641 0,07418 -0,06278 0,006778
3 by 4 -0,01675 0,008083 -2,07228 0,174014 -0,05153 0,018028

% Variagdo explicada (R?) = 0,92

Tabela A10. Coeficiente de regressao da variavel coesividade dos géis de CPS
(SS Residual)

Coeficiente Limite de Limite de
de Erro padrédo t(12) p confianca  confianga
regressao —-95% +95%

Mean/Interc. 0,407667 0,020482 19,90318  1,48E-10 0,363039 0,452294
(1)PROT (L) 0,005417 0,007242  0,747988  0,468874 -0,01036 0,021195
PROT (Q) -0,00356 0,007681 -0,46381 0,651084 -0,0203 0,013173
(2TEMPER (L) 0,026917 0,007242  3,716923  0,002943 0,011138  0,042695
TEMPER (Q) -0,01006 0,007681 -1,31006  0,214699 -0,0268 0,006673
(3)TEMPO (L) 0,01275 0,007242 1,760648  0,103736 -0,00303 0,028528
TEMPO (Q) -0,01269 0,007681 -1,65182  0,124478 -0,02942 0,004048
(4)PH (L) 0,03925 0,007242  5,420033 0,000155 0,023472 0,055028

PH (Q) 0,000187 0,007681  0,024411  0,980926 -0,01655 0,016923
1L by 2L 0,00225 0,008869  0,253688  0,804031 -0,01707 0,021574
1L by 3L -0,00688 0,008869 -0,77516  0,453252 -0,0262 0,012449
1L by 4L 0,0035 0,008869  0,394625  0,700044 -0,01582 0,022824
2L by 3L 0,009625 0,008869 1,085219  0,299145 -0,0097 0,028949
2L by 4L -0,014 0,008869 -1,6785 0,140435 -0,03332 0,005324
3L by 4L -0,00838 0,008869  -0,94428  0,363651 -0,0277 0,010949

Variaveis em negrito — estatisticamente significativas (p<0,05).
% Variagao explicada (R% = 0,82

Tabela A11. Coeficiente de regressao da variavel coesividade dos géis de CPS
(Erro Puro)

Coeficiente Limite de Limite de
de Erro padrédo t(2) p confianca  confianga
regressao —95% +95%

Mean/Interc. 0,407667 0,009333 43,67857  0,000524 0,367509  0,447825
(1)PROT (L) 0,005417 0,0033 1,641498  0,242391 -0,00878 0,019615
PROT (Q) -0,00356 0,0035 -1,01786  0,415838 -0,01862 0,011497
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(2TEMPER (L) 0,026917 0,0033 8,156982 0,014699  0,012719  0,041115
TEMPER (Q) -0,01006 0,0035 -2,875 0,102685 -0,02512  0,004997
(3)TEMPO (L)  0,01275 0,0033 3,863833  0,060925 -0,00145  0,026948
TEMPO (Q) -0,01269 0,0035 -3,625 0,068386 -0,02775  0,002372
(4PH (L) 0,03925 0,0033 11,89455 0,006994  0,025052  0,053448
PH (Q 0,000187 0,0035 0,053571  0,962146 -0,01487  0,015247
1L by 2L 0,00225 0,004041  0,556731  0,633694 -0,01514  0,019639
1L by 3L -0,00688 0,004041  -1,70112  0,231026 -0,02426  0,010514
1L by 4L 0,0035 0,004041  0,866025 0,477767 -0,01389  0,020889
2L by 3L 0,009625  0,004041  2,38157 0,14017 -0,00776  0,027014
2L by 4L -0,014 0,004041 -3,4641 0,07418 -0,03139  0,003389
3L by 4L -0,00838 0,004041  -2,07228  0,174014 -0,02576  0,009014
Variaveis em negrito — estatisticamente significativas (p<0,05).
% Variagao explicada (R% = 0,82
Tabela A12. Andlise de variancia da coesividade dos géis de CPS
Fonte de Soma Graus de Média F
variacao Quadrética Liberdade Quadrética
Regressao 0,0543617 2 0,02718 20,62
Residuo 0,031641 24 0,001318
F. ajuste 0,0311183 22 0,001414 5,43
Erro puro 0,0005227 2 0,00026
Total 0,0860027 26

% Variacdo explicada (R®) = 0,82

Tabela A13. Efeitos das variaveis independentes na gomosidade dos géis de CPS

Limite de Limite de
Efeito Erro padréao t(2) p confianga confianga
—95% +95%

Mean/Interc.  0,40687 103,1478 9,4E-05 40,21708 43,71832 0,40687
(1)PROT 0,886752 22,54375 0,001962 16,17533 23,8061 0,886752
(2TEMPER  0,886752 27,237 0,001345 20,33708 27,96785 0,886752
(3)TEMPO 0,886752 14,84157 0,004509 9,345402 16,97617 0,886752
(4)PH 0,886752 19,29067 0,002676 13,29065 20,92142 0,886752
1by2 0,886752 5,894306 0,027597 1,411402 9,042173 0,886752
1by3 0,886752 0,511375 0,659952 -3,36192 4,268848 0,886752
1by4 0,886752 8,079162 0,014977 3,348827 10,9796 0,886752
2by3 0,886752 6,667267 0,021764 2,096827 9,727598 0,886752
2by4 0,886752 -11,5523 0,00741 -14,0594 -6,42865 0,886752
3by4 0,886752 -4,24043 0,051366 -7,5756 0,055173 0,886752

% Variacdo explicada (R®) = 0,96

Tabela A14. Coeficiente de regressao da variavel gomosidade dos géis de CPS

(SS Residual)

Coeficiente Limite de Limite de
de Erro padrao t(12) p confianga  confianga
regressao -95% +95%
Mean/Interc. 42,27267 2,997878 14,10086 7,86E-09 35,74085  48,80448
(1)PROT (L) 9,143654 1,05991 8,626821 1,72E-06 6,834308 11,453
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PROT (Q) 0,813066 1,124204 0,723236 0,483394 -1,63637  3,262497
(2)TEMPER (L) 11,8819 1,05991 11,21029 1,03E-07 9,672558 14,19125
TEMPER (Q) -0,73018 1,124204 -0,64951 0,528244 -3,17962  1,719247
(3)TEMPO (L) 7,095513 1,05991 6,694448 2,21E-05 4,786167  9,404858
TEMPO (Q) -1,59793 1,124204 -1,42139 0,180667 -4,04737  0,851497
(4)PH (L) 8,169179 1,05991 7,707427 5,49E-06 5,859833 10,47852
PH (Q) 0,126191 1,124204 0,112249 0,912482 -2,32324  2,575622
1L by 2L 2,613394 1,298119 2,013215 0,06708 -0,21497  5,441753
1L by 3L 0,226731 1,298119 0,174661 0,864258 -2,60163  3,055091
1L by 4L 3,582106 1,298119 2,759458 0,017297 0,753747 6,410466
2L by 3L 2,956106 1,298119 2,277222 0,041888 0,127747  5,784466
2L by 4L -5,12202 1,298119  -3,94572 0,001943 -7,95038  -2,29366
3L by 4L -1,88011 1,298119  -1,44833 0,173145 -4,70847  0,948253

Variaveis em negrito — estatisticamente significativas (p<0,05).

% Variagao explicada (R% = 0,96

Tabela A15. Coeficiente de regressao da variavel gomosidade dos géis de CPS

(Erro Puro)

Coeficiente Limite de Limite de
de Erro padrao t(2) p confianga  confianga
regressao -95% +95%
Mean/Interc. 42,27267 1,023933 41,2846 0,000586 37,86704 46,67829
(1)PROT (L) 9,143654 0,362015  25,25767 0,001564 7,586029 10,70128
PROT (Q) 0,813066 0,383975 2,117497 0,168412 -0,83904 2,465176
(2)TEMPER (L) 11,8819 0,362015 32,82158  0,000927 10,32428 13,43953
TEMPER (Q) -0,73018 0,383975 -1,90165 0,197572 -2,38229 0,921926
(3)TEMPO (L) 7,095513 0,362015 19,60005 0,002593 5,537888 8,653137
TEMPO (Q) -1,59793 0,383975 -4,16156 0,053178 -3,25004 0,054176
(4)PH (L) 8,169179 0,362015 22,56586 0,001958 6,611554 9,726804
PH Q) 0,126191 0,383975 0,328643 0,773646 -1,52592 1,778301
1L by 2L 2,613394 0,443376 5,894306 0,027597 0,705701 4,521087
1L by 3L 0,226731 0,443376  0,511375  0,659952 -1,68096 2,134424
1L by 4L 3,582106 0,443376 8,079162 0,014977 1,674413 5,489799
2L by 3L 2,956106 0,443376 6,667267 0,021764 1,048413 4,863799
2L by 4L -5,12202 0,443376 -11,5523 0,00741 -7,02971 -3,21433
3L by 4L -1,88011 0,443376 -4,24043 0,051366 -3,7878 0,027587
Variaveis em negrito — estatisticamente significativas (p<0,05).
% Variagdo explicada (R?) = 0,96
Tabela A16. Andlise de variancia da gomosidade dos géis de CPS
Fonte de Soma Graus de Média F
variacao Quadrética Liberdade Quadrética
Regressao 9.078,9875 8 1134,8734 41,59
Residuo 491,06753 18 27,281529
F. ajuste 484,7769 16 30,298556 9,584
Erro puro 6,290633 2 3,1453165
Total 9.570,055 26

% Variacdo explicada (R°) = 0,96
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Tabela A17. Efeitos das varidveis independentes na umidade espremivel dos géis
de CPS

Limite de Limite de
Efeito Erro padrédo t(2) p confianga confianga

—95% +95%
Mean/Interc. 66,31 0,053361 1242,674 6,48E-07 66,08041 66,53959
(1)PROT -6,165 0,116297 -53,0108 0,000356 -6,66539 -5,66461
(2 TEMPER -0,4575 0,116297 -3,93389 0,058961 -0,95789 0,042886
(3)TEMPO -0,775 0,116297 -6,66397 0,021785 -1,27539 -0,27461
(4)PH 0,6225 0,116297 5,352673 0,033176 0,122114 1,122886
1by2 1,2575 0,116297 10,81283 0,008445 0,757114 1,757886
1by3 0,475 0,116297 4,084369 0,055042 -0,02539 0,975386
1by4 0,5625 0,116297 4,836753 0,040187 0,062114 1,062886
2by3 1,0725 0,116297 9,222075 0,011555 0,572114 1,572886
2by4 1,395 0,116297 11,99515 0,006878 0,894614 1,895386
3by4 0,3075 0,116297 2,644092 0,118206 -0,19289 0,807886

% Variacdo explicada (R®) = 0,94

Tabela A18. Coeficiente de regressao da variavel umidade espremivel dos géis de
CPS (SS Residual)

Coeficiente Limite de Limite de
de Erro padréao t(12) p confianga  confianga
regressao —-95% +95%
Mean/Interc. 67,31 0,939935 71,61136  3,66E-17 65,26206 69,35794

(1)PROT (L) -2,67833 0,332317  -8,05957  3,48E-06 -3,40239 -1,95428

PROT (Q) 0,018958 0,352475  0,053786  0,957991 -0,74902 0,786936
(2)TEMPER (L)  -0,30833 0,332317  -0,92783  0,371783 -1,03239 0,415723
TEMPER (Q) 0,002708 0,352475  0,007684  0,993996 -0,76527 0,770686

(3)TEMPO (L) -0,325 0,332317  -0,97798  0,347388 -1,04906 0,399057
TEMPO (Q) -0,43354 0,352475  -1,22999  0,242269 -1,20152 0,334436
(4)PH (L) 0,8725 0,332317  2,625505 0,022159 0,148443 1,596557

PH (Q -0,58854 0,352475 -1,66974  0,120829 -1,35652 0,179436
1L by 2L 0,62875 0,407004  1,544827 0,148341 -0,25803 1,515535
1L by 3L 0,2375 0,407004  0,583533 0,57034 -0,64928 1,124285
1L by 4L 0,28125 0,407004 0,691026  0,502698 -0,60553 1,168035
2L by 3L 0,53625 0,407004 1,317556  0,212254 -0,35053 1,423035
2L by 4L 0,6975 0,407004 1,713744  0,112265 -0,18928 1,584285
3L by 4L 0,15375 0,407004 0,377761  0,712205 -0,73303 1,040535

Variaveis em negrito — estatisticamente significativas (p<0,05).
% Variagao explicada (R2) =0,87
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Tabela A19. Coeficiente de regressdo da variavel elasticidade dos géis de CPS
(Erro Puro)

Coeficiente Limite de Limite de
de Erro padréo t(2) p confianga  confianga
regressao —95% +95%
Mean/Interc. 67,31 0,134288 501,2352  3,98E-06 66,7322 67,8878

(1)PROT (L) -5,35667 0,094956 -56,412 0,000314 -5,76523 -4,9481

PROT (Q) 0,037917 0,100716 0,37647 0,742754 -0,39543 0,471263
(2TEMPER (L) -0,61667 0,094956  -6,49423  0,022899 -1,02523 -0,2081
TEMPER (Q) 0,005417 0,100716  0,053781  0,961998 -0,42793 0,438763

(3)TEMPO (L) -0,65 0,094956  -6,84527  0,020681 -1,05856 -0,24144
TEMPO (Q) -0,86708 0,100716  -8,60918  0,013225 -1,30043 -0,43374
(49)PH (L) 1,745 0,094956 18,37691  0,002948 1,336437  2,153563

PH (Q) -1,17708 0,100716  -11,6871 0,007242 -1,61043 -0,74374
1L by 2L 1,2575 0,116297 10,81283  0,008445 0,757114 1,757886
1L by 3L 0,475 0,116297  4,084369  0,055042 -0,02539 0,975386
1L by 4L 0,5625 0,116297  4,836753  0,040187 0,062114 1,062886
2L by 3L 1,0725 0,116297  9,222075 0,011555 0,572114 1,572886
2L by 4L 1,395 0,116297 11,99515 0,006878 0,894614 1,895386
3L by 4L 0,3075 0,116297  2,644092  0,118206 -0,19289 0,807886

Variaveis em negrito — estatisticamente significativas (p<0,05).
% Variagéo explicada (R% = 0,87

Tabela A20. Andlise de variancia da umidade espremivel dos géis de CPS

Fonte de Soma Graus de Média F
variacao Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 226,99092 10 22,6990 10,974
Residuo 33,09388 16 2,06836
F. ajuste 32,98568 14 2,35612 43,551
Erro puro 0,1082 2 0,0541
Total 260,0848 26

% Variacdo explicada (R®) = 0,87
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Nome: Data:

NUmero da amostra:

Por favor, pegue uma porgao do iogurte natural com a colher,

observe, aspire e prove, indicando nas escalas abaixo o que vocé acha:

Em relacdo a aparéncia:

Desgostei muitissimo Gostei muitissimo

Em relacdo ao sabor:

Desgostei muitissimo Gostei muitissimo

Em relacdo a textura:

Desgostei muitissimo Gostei muitissimo

Em relacdo & impressdo global:

Desgostei muitissimo Gostei muitissimo

Se este produto estivesse a venda, qual seria sua atitude:

Eu certamente compraria

(
( ) Eu provavelmente compraria
(
(

)

)

) Eu tenho duUvida se compraria

) Eu provavelmente ndo compraria
)

(

O que vocé mais gostou no produto?

Eu certamente nGo compraria

O que vocé menos gostou no produto?
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Tabela B1. ANOVA da aparéncia dos iogurtes pelo teste de consumidor

Fonte de Graus de Soma Soma dos F
Variagao Liberdade Quadratica  Quadrados Médios
Tratamento 2 1,8248 0,9124 1,00
Provador 29 277,3328 9,5632 10,56
Residuo 58 52,5217 0,9055
TOTAL 89 331,6795

Sendo F¢y = 1,00 e Fip (GL amostra = 2 e GL residuo = 58) = 3,15,
Fea<Fiap, portanto as amostras ndo diferem estatisticamente (p < 0,05) em

aparéncia.

Tabela B2. ANOVA do sabor dos iogurtes pelo teste de consumidor

Fonte de Graus de Soma Soma dos F

Variacao Liberdade Quadrdtica  Quadrados Médios
Tratamento 2 4,9486 2,4743 1,25

Provador 29 254,8693 8,7885 4,46

Residuo 58 114,2380 1,9696

TOTAL 89

Sendo Fey = 1,25 e Fip (GL amostra = 2 e GL residuo = 58) = 3,15,
Fca<Fiab, portanto as amostras n&ao diferem estatisticamente (p < 0,05) em sabor.

Tabela B3. ANOVA da textura dos iogurtes pelo teste de consumidor

Fonte de Graus de Soma Soma dos F

Variagao Liberdade Quadratica  Quadrados Médios
Tratamento 2 10,0435 5,0217 1,75

Provador 29 205,6448 7,0912 2,47

Residuo 58 166,4031 2,8690

TOTAL 89

Sendo Fgq = 1,75 € Fiap (GL amostra = 2 e GL residuo = 58) = 3,15,

Fca<Fian, portanto as amostras ndo diferem estatisticamente (p < 0,05) em textura.

213



Tabela B4. ANOVA da impresséo global dos iogurtes pelo teste de consumidor

Fonte de Graus de Soma Soma dos F
Variagao Liberdade Quadratica  Quadrados Médios
Tratamento 2 3,8562 1,9281 0,96
Provador 29 226,7782 7,8199 3,92
Residuo 58 115,4637 1,9907
TOTAL 89

Sendo Fgy = 0,96 € Fip (GL amostra = 2 e GL residuo = 58) = 3,15,
Fea<Fiab, portanto as amostras ndo diferem estatisticamente (p < 0,05) em
impressao global.
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Ficha de Avaliacdo Sensorial
Nome: Data:

Vocé estd recebendo uma amostra padrdo (P) e 4 amostras
codificadas de iogurte natural desnatado. Por favor, prove a amostra
padrdo e em seguida cada uma das amostras codificadas, da esquerda
para a direita, e avalie, na escala abaixo, o quanto cada amostra

codificada difere, em termos GLOBAIS, da amostra padrdo.

0 = nenhuma diferenca
1

2
3
4
5
6
7
8
2

= extfremamente diferente

Amostra Grau de diferenca Comentdrios
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Nome: Data:

NUmero da amostra:

Vocé estd recebendo amostras de iogurte natural desnatado. Por
favor, adicione o sabor de sua preferéncia, pegue uma porgao do iogurte
com a colher, observe, aspire e prove, indicando nas escalas abaixo o que
vocé acha:

Em relacdo a aparéncia:

Desgostei muitissimo Gostei muitissimo

Em relacdo ao sabor:

Desgostei muitissimo Gostei muitissimo

Em relacdo a textura:

Desgostei muitissimo Gostei muitissimo

Em relacdo & impressdo global:

Desgostei muitissimo Gostei muitissimo

Se este produto estivesse a venda, qual seria sua atitude:
( ) Eu certamente compraria
( ) Eu provavelmente compraria
( ) Eu tenho duvida se compraria
( ) Eu provavelmente ndo compraria
)

Eu certamente nGo compraria

(

O que vocé mais gostou no produto?

O que vocé menos gostou no produto?
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Tabela C1. ANOVA da impresséo global dos iogurtes pelo teste de diferenca do
controle

Fonte de Graus de Soma Soma dos F

Variagao Liberdade Quadratica  Quadrados Médios
Tratamento 3 73,4375 24,4791 6,51

Provador 19 147,6375 7,7703 2,06

Residuo 57 214,3125 3,7598

TOTAL 79

Sendo Fcq = 6,51 € Fiap (GL amostra = 3 e GL residuo= 57) = 2,76, Fca>Ftan,
portanto existe diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) entre ao menos

duas amostras em impresséao global.

Tabela C2. ANOVA da aparéncia dos iogurtes pelo teste de consumidor

Fonte de Graus de Soma Soma dos F

Variacao Liberdade Quadratica  Quadrados Médios
Tratamento 1 1,3894 1,3894 1,03

Provador 25 145,2817 5,8112 4,31

Residuo 25 33,6355 1,3454

TOTAL 51

Sendo Fga = 0,96 e Fiap (GL amostra = 1 e GL residuo= 25) = 4,24, F.a<Fiap,
portanto as amostras nao diferem estatisticamente (p < 0,05) em aparéncia.

Tabela C3. ANOVA do sabor dos iogurtes pelo teste de consumidor

Fonte de Graus de Soma Soma dos F

Variagéo Liberdade Quadratica  Quadrados Médios
Tratamento 1 1,4555 1,4555 0,49

Provador 25 100,6748 4,0269 1,37

Residuo 25 73,2994 2,9319

TOTAL 51

Sendo Fea = 0,49 e Fiap (GL amostra = 1 e GL residuo= 25) = 4,24, Fca<Fiap,
portanto as amostras nao diferem estatisticamente (p < 0,05) em sabor.
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Tabela C4. ANOVA da textura dos iogurtes pelo teste de consumidor

Fonte de Graus de Soma Soma dos F

Variagao Liberdade Quadratica  Quadrados Médios
Tratamento 1 1,6276 1,6276 0,71

Provador 25 186,5630 7,4625 3,25

Residuo 25 57,3623 2,2944

TOTAL 51

Sendo F¢a = 0,71 € Fiap (GL amostra = 1 e GL residuo= 25) = 4,24, Fca<Fiap,

portanto as amostras nao diferem estatisticamente (p < 0,05) em textura.

Tabela C5. ANOVA da impressao global dos iogurtes pelo teste de consumidor

Fonte de Graus de Soma Soma dos F

Variacao Liberdade Quadrdtica  Quadrados Médios
Tratamento 1 0,1969 0,1969 0,10

Provador 25 124,3323 4,9732 2,45

Residuo 25 50,7430 2,0297

TOTAL 51

Sendo F¢a = 0,10 e Fiap (GL amostra = 1 e GL residuo= 25) = 4,24, Fca<Ftap,
portanto as amostras nao diferem estatisticamente (p < 0,05) em impressao global.
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