ISSN 0101-2061

Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Formula¢ao de bebida lactea fermentada sabor péssego
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Resumo

Atualmente, sdo langados no mercado diversos novos produtos, sendo que, especificamente na drea de laticinios, énfase tem sido dada
ao desenvolvimento de produtos funcionais. Concernente & amplitude deste tema, o presente trabalho possui como objetivo geral o
desenvolvimento de uma bebida lactea fermentada com caracteristicas probidticas. Além disso, propde-se a utilizagdo de soro de leite e
extrato hidrossolavel de soja como substratos, agregando valor as matérias-primas de baixo custo, com caracteristicas funcionais apontadas na
literatura. Para tal, utilizou-se a técnica do planejamento de experimentos para obter a formulagio de bebida lactea, utilizando como substratos
leite de vaca, soro de leite e extrato hidrossoltvel de soja. A formulagao contendo 30% de extrato hidrossolavel de soja, 36,6% de leite de vaca
e 33,3% de soro de leite foi definida como ideal em termos de analise sensorial e avaliagao do crescimento celular. Andlises organolépticas,
microbioldgicas e fisico-quimicas definiram a vida util do produto. Durante o periodo de armazenamento, a bebida lactea sabor péssego
apresentou células vidveis da cultura mista adicionada dentro dos padrdes estabelecidos (1 x 10° UFC.mL™") até o 22° dia. A qualidade fisico-
quimica apresentou pequenas alteragdes, sendo que a acidez ficou bastante evidenciada a partir do 22° dia de armazenamento. A qualidade
sensorial definiu o término do armazenamento no 14° dia, pelo fato da bebida ja apresentar acidez elevada, sendo rejeitada nas anélises
sensoriais. A bebida lactea sabor péssego desenvolvida teve uma vida ttil de aproximadamente 14 dias, sem adi¢do de conservante.
Palavras-chave: bebida lictea; formulagdo; probidtico; Bifidobacterium.

Abstract

Nowadays, new food products are launched in the market, and the main focus of the dairy industry is on functional products. Thus, the first
objective of this work was to develop a fermented dairy drink with probiotic characteristics. Furthermore, milk serum and soy hidrosoluble
extract were used as substrates increasing the value of low cost raw materials that have functional features, as reported in the literature. Based on
these aspects, an experimental design was used to investigate the formulation of a peach- flavored dairy drink using milk serum, cow milk and
soy hidrosoluble extracts. The formulation with 30% of soy hidrosoluble extract, 36.6% of cow milk and 33.3% of milk serum was found as ideal
in terms of sensorial analysis and cell growth evaluation. Organoleptical, physicochemical, and microbiological analyses determined the shelf-life
of the product. During the storage period, the peach- flavored dairy drink presented viable cells according to the Legislation (1 x 106 UFC.mL™)
for 22 days. The physicochemical quality changed slightly since the acidity presented high values after the 22nd day. The sensorial quality defined
the shelflife as 14 days without the addition conservants due to the high acidity value of the fermented dairy drink determined.

Keywords: probiotic; formulation; dairy drink; Bifidobacterium.

1 Introdugao

Na area de laticinios, uma nova tendéncia que vem se
apresentando ¢ a produgido de iogurtes e leites fermentados
funcionais. Isto porque, além destes produtos possuirem gran-
de aceitagdo pelo publico em geral e apresentarem excelente
valor nutritivo, sdo veiculos em potencial para o consumo de
probidticos (ANTUNES et al., 2007). Segundo Heller (2001), os
consumidores estdo familiarizados com o fato de que alimentos
fermentados podem apresentar microrganismos vivos.

Apenas iogurtes e leites fermentados contendo culturas
probidticas devem ser considerados funcionais (ANTUNES;
CAZETTO; CARDELLO, 2004). No entanto, os consumidores
em geral ndo sabem distinguir quais sdo os produtos lacteos
funcionais.

Uma questdo ainda ndo concluida pela literatura é a
quantidade e freqiiéncia de consumo de probidticos necessa-
rios para assegurar os beneficios funcionais a eles atribuidos
(GILLILAND; REILLY; KIM, 2002). Preconiza-se a ingestdo
semanal minima de 300 a 500 g de produtos lacteos fermentados
contendo entre 10°a 107 UFC.mL™". No Brasil, dos diversos leites
fermentados disponiveis no mercado, apenas alguns contém no
rétulo a identificagdo do microrganismo presente. Em geral, o
fabricante limita-se a informar que o produto contém “fermen-
tos lacteos”. No entanto, a linhagem do microrganismo presente
no produto, bem como o nimero de células viaveis desta cultura
¢ que determinam se este é ou ndo funcional.
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Neste contexto, as investigacdes cientificas mais recentes
tém demonstrado clara e inequivocamente a relevancia para
a saude de dois microrganismos probidticos: Bifidobacterium,
uma bifidobactéria (da familia de bactérias benéficas presentes
na flora intestinal do c6lon) e Lactobacillus acidophilus (presente
na flora intestinal do intestino delgado). Estas bactérias tém
acoes que se potencializam mutuamente, isto é, tém entre si
uma relacdo de simbiose.

Por outro lado, os produtos a base de soja exemplificam as
caracteristicas que se buscam nos alimentos funcionais. Além de
possuirem uma proteina em quantidade e qualidade, melhoram
os aspectos de funcionalidade dos alimentos e o seu consumo
regular contribui para diminuir os niveis de colesterol e tri-
glicerideos, prevenindo também certos tipos de cincer. Além
das vitaminas e minerais, a soja é também fonte de fibras com
propriedades funcionais.

Aliado a utilizagdo do extrato hidrossoluvel de soja no
desenvolvimento de novos produtos com caracteristicas fun-
cionais, as proteinas do soro de leite também contribuem para
reduzir o colesterol sangiiineo oferecendo certa prote¢éo contra
as doengas cardiovasculares. O uso de produtos de soro, além
dos beneficios nutricionais, oferece uma boa relacio custo/
beneficio.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver
uma bebida lactea fermentada sabor péssego, com caracteristicas
funcionais, utilizando como substratos soro de leite, extrato
hidrossoluvel de soja e leite de vaca.

2 Material e métodos

2.1 Matérias-primas

As matérias-primas utilizadas na composigdo do substrato
para fermentacdo foram: leite de vaca, extrato hidrossoluvel de
soja e soro de leite. Utilizou-se leite UHT desnatado, adquirido
em estabelecimentos comerciais.

O extrato hidrossoltvel de soja foi produzido no Labo-
ratério de Analise Sensorial do Centro Tecnolégico da URI
- Campus de Erechim, seguindo metodologia indicada pela
EMATER regional.

O soro de leite, subproduto da produgio de queijo tipo lan-
che, foi gentilmente cedido pela Empresa COOCEL (Coopera-
tiva de Prestacao de Servigos, Industrializacido, Comercializagdo
e Consultoria do Alto Uruguai Ltda, Erechim - RS).

2.2 Culturas ldticas

Utilizou-se uma cultura mista de Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium, sendo representada pelos nomes
comerciais MY Bio 6 e MY Bio 2, procedente da Rhodia Brasil
Ltda.

A cultura apresentava-se liofilizada e procedeu-se sua
reativagdo em leite em p6 desengordurado apds este ter sido
hidratado e esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 minutos
e conservado em estufa por 24 horas a temperatura de 37 °C;

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 28(Supl.): 170-177, dez. 2008

procedimento este efetuado de acordo com recomendagdes do
fornecedor. Apos este periodo, o indculo foi repicado em caldo
MRS (Man, Rogosa e Sharp - MERCK) estéril, sendo utilizado
1 mL de indculo para 10 mL de meio, sendo este mantido em
estufaa 37 °C por mais 24 horas. Apds esta etapa, os pré-indculos
foram conservados em geladeira, a temperatura de refrigeracio,
até o momento de sua utilizagao.

2.3 Métodos

Os métodos fisico-quimicos e os demais métodos utilizados
nas etapas de produgdo da bebida fermentada, acompanha-
mento da evolugdo da fermentagéo e da estabilidade da bebida
fermentada sao descritos a seguir.

Determinagdo do pH

Os valores de pH foram determinados em potenciémetro
digital (Gehaka), devidamente calibrado com solu¢des tampao
de pH 7,0 e 4,0 (NORMAS ANALITICAS DO INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 1985).

Determinagio da acidez total

A determinacdo da acidez total foi realizada medindo-
se o teor de dcido latico presente em 100 g de amostra, pela
titulagdo com NaOH 0,1N de aliquota de 5 mL de amostra,
na presenga de fenolftaleina como indicador (BOLETIM DE
BIOTECNOLOGTIA, 1999).

Determinagdo da densidade dtica

A Densidade Otica (DO) foi determinada como o aumento
da turbidez da amostra, medida em espectrofotometro (Agilient
Tecnologies) em comprimento de onda de 650 nm.

Obtengdo do extrato hidrossoliivel de soja

O fluxograma de obtengdo do extrato hidrossoltivel de
soja ¢é apresentado na Figura 1. A metodologia empregada na
obtengdo deste foi desenvolvida a partir de dados obtidos na
EMATER regional, cujo processamento foi realizado manual-
mente. Primeiramente foi realizada a limpeza e a selegdo dos
graos de soja para posterior obtengdo do extrato hidrossolavel.
Aos grios limpos foi adicionada agua e levou-se a fervura por
5 minutos. Em seguida, foi realizada lavagem em agua corrente
e posterior adi¢cdo de agua e realizacdo de nova fervura. Em
uma proxima etapa, os graos foram triturados e foi adicionado,
a esta mistura, bicarbonato de sddio. A adi¢ao de bicarbonato
de sédio (NaHCO,) foi realizada para promover a inativacio
da enzima lipoxigenase, responsavel pelo sabor indesejavel de
feijao cru, caracteristico da soja (MACEDO, 1997). A mistura
foi entdo filtrada, cozida por 10 minutos, adicionada de sal e
agucar e, posteriormente, homogeneizada.

Desproteinizagdo do soro de leite

O soro de leite utilizado foi o soro proveniente da fabricagdo
do queijo tipo lanche. Apos a coleta, este material foi aquecido
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a 80 °C por 15 minutos e, posteriormente, filtrado, a fim de se
promover a separac¢do da proteina (TORTELLI, 2002).

Tratamento térmico dos substratos

O tratamento térmico foi realizado para a mistura de extrato
hidrossoltvel de soja, soro de leite e leite de vaca nas devidas
proporgdes. O pH da mistura foi corrigido para 7,5 com NaOH
0,4 N. Em seguida, as amostras de substrato foram pasteuri-
zadas em erlenmeyer de 500 mL em banho-maria a 80 °C por
20 minutos (MACEDO, 1997).

Otimizagdo dos fatores de operagdo em meio sintético

O objetivo desta etapa foi otimizar o crescimento da cul-
tura mista de S. thermophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus,
L. acidophilus e Bifidobacterium, visando obter as melhores con-
di¢des de operagdo para a referida cultura. Para isto, foi utilizada

Limpeza e selegao dos graos

!

Adigao de agua

!

Fervura a 100 °C/5 minutos

!

Lavagem em 4gua corrente

!

Adigao de dgua

!

Fervura a 100 °C/5 minutos

!

Trituragdo dos graos
por 3 minutos

!

Adigao de bicarbonato de sédio

!

Filtragdo com coador de pano
esterilizado

!

Cozimento por 10 minutos apds
afervura

!

Adicao de sal e acucar

!

Homogeneizagao

!

Extrato hidrossolavel de soja

Figura 1. Fluxograma do processo de obtengdo do extrato hidrosso-
lavel de soja.
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a técnica de planejamento de experimentos, avaliando o efeito
da temperatura, pH e agitagdo sobre o crescimento celular. A
analise estatistica dos dados experimentais permitiu otimizar
as condi¢des operacionais em func¢do do crescimento celular.
Posteriormente, esses dados foram utilizados para determinar
as condi¢des operacionais para produgdo da bebida lactea.

O intervalo de estudo destes fatores foi definido em fungio
de resultados apresentados na literatura (TORTELLI, 2002).
Visando avaliar as varidveis de processo no crescimento celu-
lar, um planejamento experimental completo com 2 niveis e
3 varigveis foi empregado. A Tabela 1 apresenta o intervalo de
estudo das varidveis.

Para cada experimento descrito foi utilizado 1 mL de indcu-
lo para cada 50 mL de caldo MRS. As amostras foram mantidas
em agitador orbital em temperatura e agitacdo controladas e
foram retiradas de 2 em 2 horas para avaliagdo do crescimento
celular e pH. O crescimento celular foi avaliado através da den-
sidade dtica (DO), a qual foi determinada através de leituras de
absorbancia das amostras em espectrofotdmetro (A = 650 nm)
e pH em potenciémetro digital. Em uma primeira etapa foram
realizados os experimentos apresentados na Tabela 2.

Planejamento das formulagoes

Apos determinadas as condigdes de operagao mais fa-
voraveis para o crescimento da cultura lactea, empregou-se
outro planejamento experimental (Tabela 3), visando obter a
concentra¢do ideal de cada um dos substratos na formulagao
da bebida lactea.

Visando a otimizag¢ao da mistura, dois novos planejamentos
(Tabelas 4 e 5) foram necessérios para se obter uma formulagéo
base.

Obtengdo da bebida lactea fermentada e aromatizagio

A formulag¢do otimizada, apos a mistura, foi pasteurizada
a 80 °C por 20 minutos. As amostras foram entdo resfriadas a

Tabela 1. Intervalo de estudo das variaveis.

1 ©) (1)

Temperatura (°C) 30,0 36,0 42,0
Agitagdo (rpm) 0,0 100,0 200,0
pH 5,5 6,5 7,5

Tabela 2. Matriz do planejamento experimental para otimiza¢do dos
fatores (valores reais e codificados).

Ensaio T (°C) pH Agitagdo (rpm)
1 30 (-1) 55(-1) 0(-1)
2 42 (1) 5,5 (-1) 0(-1)
3 30 (-1) 5,5 (-1) 200 (1)
4 42 (1) 55(-1) 200 (1)
5 30 (-1) 7,5 (1) 0(-1)
6 42 (1) 7,5 (1) 0(-1)
7 30 (<1) 7,5 (1) 200 (1)
8 42 (1) 7,5(1) 200 (1)
9 36 (0) 6,5 (0) 100 (0)
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temperatura de 40 °C e, a estas, adicionado o estabilizante Carra-
gena (DCA - Industria e Comércio Ltda) na propor¢do de 0,1 g
para cada 100 mL de produto, padrdo obtido na Legislagao para
produtos fermentados (TORTELLI, 2002). Foram adicionados
2% de indculo para a mistura selecionada. A mistura obtida foi
acondicionada em agitador orbital nas condi¢des de operacgio
estabelecidas.

A bebida foi aromatizada com aroma artificial de péssego
(RCC 88439/1, RHODIA BRASIL Ltda), colorida com corante
artificial laranja e amarelo (ARCOLOR) e, em seguida, foi adi-
cionada a polpa de péssego (MAIS FRUTA) e adogante (sacaro-
se). Para aromatizacdo da bebida lactea sabor péssego, realizou-
se um planejamento de experimentos, variando a concentragio
de polpa (11,5220 g.200 mL") e de agticar (5a 15 g.200 mL™).
As concentragdes de aroma e de corante utilizadas foram as
indicadas nos rétulos dos produtos.

A matriz do planejamento experimental (valores reais e
codificados) para cada experimento de aromatizagdo da bebida
lactea sabor péssego ¢ apresentada na Tabela 6.

A avalia¢do sensorial foi realizada pela utilizacdo de escala
estruturada de 9 pontos, com 10 a 15 provadores selecionados
e amostras com codificagdo balanceada com dois digitos, cujas
caracteristicas avaliadas no perfil de caracteristicas foram:
aparéncia: homogeneidade e aspecto; sabor: global, soja e

Tabela 3. Planejamento experimental para obtengdo da formulagao
base da bebida lactea - etapa 1.

Experimento  Extrato hidrossoluvel ~ Soro deleite  Leite de vaca

de soja (%) (%) (%)
1 50 40 10
2 40 50 10
3 10 50 40
4 10 40 50
5 40 10 50
6 50 10 40
7 33 33 33

Tabela 4. Planejamento experimental para obtengdo da formulagdo
base para a bebida lactea fermentada (otimizagdo) - etapa 2.

Ensaio  Extrato hidrossolavel Soro de leite Leite de vaca
de soja (%) (%) (%)
1 25 25 50
2 33 33 33
3 22 45 33
4 30 45 25

Tabela 5. Planejamento experimental para obtengdo da formulagao
base para a bebida lactea fermentada (otimizagdo) - etapa 3.

Ensaio Extrato hidrossoluvel  Soro de leite Leite de vaca
de soja (%) (%) (%)
1 25,0 30,0 45,0
2 33,3 30,0 36,6
3 30,0 25,0 45,0
4 30,0 33,3 36,7

acido; aroma: global, soja e acido; e textura: consisténcia e
aceitabilidade (avaliagdo global) pelo teste de Escala Heddnica
de 9 pontos (1 - desgostei muitissimo e 9 — gostei muitissimo).
Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste
ANOVA, com nivel de confianca de 95%. Através da andlise
sensorial e analise de varidncia definiu-se a aromatizagdo para
a bebida lactea.

Avaliagdo da estabilidade da bebida ldctea

A bebida fermentada sabor péssego foi armazenada sob
refrigeragao (4 °C), em copos plasticos de 250 mL, para avaliagao
de sua estabilidade fisico-quimica, microbiolégica e sensorial,
realizada a partir do primeiro dia, nos intervalos de 7, 14, 19 e
22 dias de estocagem, respectivamente.

Estabilidade fisico-quimica

A estabilidade fisico-quimica da bebida foi avaliada em
amostras coletadas ao acaso e homogeneizadas previamente as
determinagdes de pH e acidez total (% acido lactico).

Estabilidade microbiolégica

A avaliacdo microbioldgica da bebida lactea sabor péssego
foi realizada paralelamente a avaliagdo fisico-quimica e organo-
1éptica, em amostras coletadas ao acaso. O niimero de células
da microflora essencial presente na bebida, S. thermophilus,
L. delbrueckii, subsp. bulgaricus, L. acidophilus e Bifidobacterium
foi determinado pela contagem total de células viaveis. Dife-
rentes diluigées da amostra em agua peptonada 0,1% foram
efetuadas, conforme o tempo de fermentacéo, através de testes
prévios realizados, para que fosse possivel a contagem das co-
lonias. Assim, 1 mL de amostra, nas dilui¢des estabelecidas, foi
semeado em placa de Petri com meio MRS agar em camadas.
Asplacas invertidas foram incubadas em jarras de anaerobiose,
contendo gerador de atmosfera de CO,, dentro de estufaa 42 °C
por 48 horas (MACEDO, 1997).

As demais determinagdes microbioldgicas foram efetuadas
de acordo com metodologia descrita por Silva et al. (1999), em
que se avaliou a presenca de coliformes fecais (NMP), Salmonella
e contagem de bolores e leveduras.

Tabela 6. Matriz do planejamento experimental (valores reais e co-
dificados) para cada experimento de aromatizacdo da bebida sabor
péssego.

Experimento Polpa (g) Agucar (g)
1 11,5 (-1) 7,9 (-1)
2 11,5 (-1) 22,0 (1)

3 18,5 (1) 7,9 (-1)
4 18,5 (1) 22,0 (1)
5 15,0 (0) 5,0 (-1,41)
6 15,0 (0) 25,0 (1,41)
7 10,0 (-1,41) 15,0 (0)
8 20,0 (1,41) 15,0 (0)
9 15,0 (0) 15,0 (0)
10 15,0 (0) 15,0 (0)
11 15,0 (0) 15,0 (0)
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Estabilidade sensorial

A ocorréncia de alteragdes no sabor, aroma, aparéncia
e textura da bebida durante o periodo de armazenamento
foi determinada pela avaliagdo sensorial. As amostras foram
escolhidas ao acaso, homogeneizadas, distribuidas em copos
plasticos, com codificagdo balanceada e apresentadas a equipe
de provadores selecionados. Os atributos aparéncia, textura,
aroma e sabor em escala estruturada foram avaliados.

A estabilidade das caracteristicas sensoriais da bebida lactea
fermentada sabor péssego, durante a estocagem, foi investigada
nos tempos de armazenamento de 0, 7, 14, 19 e 22 dias.

3 Resultados e discussiao

3.1 Otimizagdo dos fatores de operacio em meio sintético

Os dados cinéticos referentes aos experimentos estdo
apresentados na Figura 2. Conforme pode ser visualizado, a
temperatura e a agitagdo apresentaram grande influéncia sobre

2,4
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Figura 2. Crescimento celular (unidades de absorbancia X tempo).
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o crescimento celular. De forma geral, em temperaturas mais
elevadas obteve-se crescimento mais acentuado. Em relagdo a
agita¢do, o maior crescimento se deu quando néo se empregou
agitagdo, mostrando que esta cultura é anaerdébica.

Para verificar a influéncia das variaveis de processo no
crescimento celular, foi realizada a andlise estatistica dos dados
experimentais. Os resultados estdao apresentados na Tabela 7.
Neste ponto, cabe frisar que a andlise foi realizada para um
tempo de 18 horas, fase exponencial de crescimento para todas
as condi¢des experimentais.

O desvio padrao médio dos pardmetros foi em torno de
0,02 para as faixas estudadas. A analise estatistica dos dados
experimentais confirmou que a temperatura e a agitagao foram
os fatores que mais afetaram o crescimento celular, sendo que
a temperatura apresentou efeito positivo e a agitacdo um efeito
negativo no crescimento celular, este tltimo foi um resultado ja
esperado, ja que as culturas lacteas sdo anaerobicas facultativas.
Ja ainteragdo entre as varidveis temperatura e agitagdo resultou
em um efeito negativo. Com os resultados obtidos, pode-se
concluir que quando hd utilizagdo desta cultura mista em meio
MRS, a condi¢do que maximiza o crescimento celular é a tem-
peratura de 42 °C, pH inicial de 7,5, sem agitacdo.

3.2 Planejamento das formulagoes

A formulagao base foi definida com base no crescimento
celular como aquela referente ao Experimento 4 (Tabela 5):
30% de extrato hidrossoltvel de soja, 33,3% de soro de leite e
36,7% de leite de vaca.

3.3 Aromatizagdo da bebida ldctea

A Tabela 8 apresenta a resposta da aceitabilidade média
atribuida para cada experimento de aromatizacio da bebida
lactea.

Tabela 7. Modelo estatistico experimental.

R =0,99859 Modelo:
DO18 =a +a*T +a,*pH + a *agit + a *T*agit + a,*pH*pH
Parametro a, a a, a, a, a,
0,769 1,218 0,164 -1,570 -1,145 1,061

T = temperatura; agit = agitacao; e pH = pH.

Tabela 8. Resposta da aceitabilidade média.

Aceitabilidade global
5,71
5,93
6,79
2,43
6,50
5,86
3,57
5,93
6,86
7,26
7,64

Experimento

—_
— O O 0 NN U R W N
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Através dos resultados de aceitabilidade, a aromatizagdo
da bebida ldctea sabor péssego foi definida com 15 g de agticar,
15 g de polpa de péssego, 0,1 mL de aroma e 0,1 mL de corante
para 200 mL de bebida.

As Figuras 3 e 4 apresentam, respectivamente, a superficie
de resposta e a curva de contorno para a aceitabilidade global.

3.4 Estabilidade da bebida ldictea

Estabilidade fisico-quimica

De acordo com a Figura 5, pode-se observar que durante
o periodo de estocagem da bebida, o pH apresentou diminui-
¢Oes considerdveis, sendo que o pH inicial para a bebida lactea
sabor péssego foi de 4,93, chegando a pH 4,32 no 19° dia de
armazenamento.

A partir de 22 dias de estocagem, verificou-se acentua-
da acidifica¢do do produto, comprovada pela avaliacao das

[=3 S o)}

Pontuacgao

Figura 3. Superficie de resposta para a aceitabilidade global da bebida
lactea de péssego.

Agucar (g)

10,0 11,5 15,0 18,5 20,0
Polpa (g)

Figura 4. Curva de contorno para a aceitabilidade global da bebida
lactea de péssego.
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caracteristicas organolépticas, causando a desestabilidade da
estrutura protéica e sua coagulagdo, visto que as proteinas do
leite apresentam ponto isoelétrico em pH préximo a 4,6 e as da
soja, pH 5,2 (ANVISA, 2001).

A elevada acidez e o baixo pH, aos 22 dias de armazenamen-
to, possivelmente estejam relacionados a agdo do Lactobacilus
acidophilus, microrganismo conhecido pela grande capacidade
de producio de dcido no meio da fermentagdo. Devido a sua ca-
racteristica de alta acidez, os produtos aciddfilos sdo apreciados
por um grupo restrito de consumidores (MACEDO, 1997).

O uso de bifidobactérias em culturas mistas, principalmente
com lactobacilos, proporciona a formacédo de dcido L (+) lactico
e as propriedades benéficas associadas a estas bactérias intes-
tinais (MACEDO, 1997). A utilizagdo de bactérias bifidas em
culturas mistas possibilita a produ¢iao de compostos volateis que
mascaram o sabor e o aroma caracteristico da soja em misturas
fermentadas (ANGELES; MARTH, 1971).

Tortelli (2002), em um estudo com cultura mista de
S. thermophilus e L. delbrueckii subsp. bulgaricus, utilizando
a formulagdo base para a bebida lactea de 55% de extrato hi-
drossolavel de soja, 35% de leite de vaca e 10% de soro de leite,
mostrou que durante o armazenamento a qualidade fisico-
quimica apresentou alteragdes significativas. Pelo fato da bebida
inicialmente ja apresentar um baixo valor de pH, a acidez ficou
bem evidenciada a partir do 7° dia. Constatou-se, no 10° dia de
armazenamento, que a aparéncia e homogeneidade permanece-
ram praticamente inalteradas, havendo também pouca alteragdo
no aroma global e dcido, porém o sabor apresentou alteragdes
significativas no que diz respeito ao sabor de soja.

Zacarchenco (2004), em estudo com leites fermentados
por Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium longum e
Lactobacillus acidophilus, constatou que os menores valores
de pH (4,19) e os maiores de acidez titulavel (135,5) foram en-
contrados no leite fermentado por Streptococcus thermophilus,
enquanto o leite fermentado por Bifidobacterium longum
apresentou a menor acidez titulavel (70,3) e o maior pH (5,06)
aos 21 dias de estocagem, valores préximos aos encontrados
neste estudo.

1,0 5,0
= 09 A °
9 A
g 0,8 ° ° 4.8
o 0,7 °
bt
S 06 . 4,6
g 05 ]
= 04 44
3 03}e A,
’g 0,2 4,2
0,1
0,0 4,0
0 4 8 12 16 20 24
Tempo (dias)

e Acidez a pH

Figura 5. Relagdo entre pH e acidez durante o armazenamento da
bebida ldctea sabor péssego.
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Formulagdo de bebida lactea

Comportamento semelhante também foi observado por
Bonassi et al. (2001), que analisaram as caracteristicas fisico-
quimicas de bebidas lacteas fermentadas e preparadas com soro
de queijo minas frescal. Foi observado que ocorre inicialmente
aumento e posterior diminui¢do da glicose, formacéo de oligos-
sacarideos, queda do pH e aumento na acidez titulavel durante
a incubacdo e armazenamento (28 dias).

Estabilidade microbiolégica

A contagem de probidticos é de fundamental importancia
para que seja possivel a verificagdo quanto a legislacio em
vigor, além da sua influéncia no sabor e aroma. As diferentes
formulag¢des das bebidas podem selecionar de maneira positiva
ou negativa o crescimento dos microrganismos.

A Tabela 9 apresenta o comportamento da cultura mista da
bebida lactea no decorrer do armazenamento.

A contagem final de células vidveis na bebida fermentada,
aos 22 dias de estocagem, mostrou-se dentro dos limites reco-
mendados para este produto, tornando-o atrativo como adjunto
na dieta humana.

Contagens um pouco superiores foram obtidas por Silva
et al. (2001) em estudo com leites fermentados por uma cul-
tura mista composta de S. thermophilus, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus e L. acidophilus. A contagem total de células viaveis
totalizou 10 UFC.mL™".

Segundo Penna (2005), Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus exibem uma re-
lagdo denominada protocooperagdo, durante a produgdo da
bebida, ja que ndo existe dependéncia entre os dois para a sua
sobrevivéncia. Essas bactérias produzem mais dcido na forma
de cultura mista do que ao serem utilizadas como culturas
isoladas. Em estudo variando a concentragdo de soro, agucar
e frutooligossacarideos sobre a populagdo de bactérias lacticas
probidticas em bebidas fermentadas, o autor obteve contagens
na ordem de 10" UFC.mL". Cabe ressaltar, que em todas as
formulagbes apresentadas no trabalho de Penna (2005) foi
adicionado estabilizante.

Barreto et al. (2003) afirmaram que ainda nio se observa
a alegacdo de propriedade funcional na maioria dos produtos
colocados no mercado e, para que isso possa ocorrer no futuro,

Assim, de acordo com a Resolugdo n°® 12, de 2 de janeiro de
2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a
bebida lactea apresentou padrdes microbioldgicos situados den-
tro dos limites estabelecidos para leites fermentados, mostrando
excelente qualidade microbiolégica, mantida durante o periodo
de estocagem estabelecido para cada formulagdo.

Estabilidade sensorial

Os resultados da andlise descritiva quantitativa, perfil de
caracteristicas da formulagdo no decorrer do armazenamento,
sdo apresentados na Tabela 11.

A Figura 6 apresenta a estabilidade sensorial do produto. No
14° dia constatou-se mudanga nos atributos aspecto, aroma de
soja e sabor global, sendo a bebida lactea sabor péssego estavel
por aproximadamente 14 dias.

Macedo (1997) manteve, com a formula¢do base de uma
bebida lactea de 35% de leite de vaca, 35% de soro de leite de
bufula e 30% de extrato hidrossoltvel de soja e a combinagido
das culturas L. casei shirota e B. adolescentis, uma estabilidade
fisico-quimica, microbioldgica e sensorial até o 28° dia de
armazenamento.

Tortelli (2002), com a formulagdo base de 55% de extrato
hidrossoluvel de soja, 35% de leite de vaca e 10% de soro de
leite e a cultura mista S. thermophilus e L. delbrueckii susbp.
Bulgaricus, obteve para a bebida lactea desenvolvida, estabili-
dade fisico-quimica, microbioldgica e sensorial até o 7° dia de
armazenamento.

Tabela 10. Avaliagao da estabilidade microbioldgica durante o arma-
zenamento da bebida lactea.

Tempo de armazenamento (dias)

0 7 14 19 22
Coliformes totais** A* A A A A
Coliformes fecais** A A A A A
Salmonella (em 25 g) A A A A A
Bolores e leveduras*™* A A A 3,6 X 10° 4,9 x10°

*A= Ausente; **Coliformes totais e fecais: NMP.mL}; e ***Bolores e leveduras:
UFC.mL™".

Tabela 11. Andlise descritiva quantitativa - perfil de caracteristicas.

¢é importante que a legislacdo brasileira considere a inclusdo de Caracteristicas Tempo de armazenamento (dias)
um valor limite minimo para a contagem das cepas probidticas 0 7 14
declaradas. Nesse caso, é necessario e extremamente relevante Aparéncia
que sejam avaliados e implantados no pais métodos diferenciais Homogeneidade 5,000 375 3,63
de quantifica¢do das espécies de maior interesse. Aspecto 5,16° 4,63 3,720
Os resultados das andlises microbiolégicas realizadas ao Textura
longo do periodo de armazenamento estdo apresentados na Consisténcia 5,33 3,72° 3,20°
Tabela 10. Aroma
Global 6,33° 6,58° 6,27°
Soja 5,41* 4,36 3,60°
Tabela 9. Desenvolvimento da cultura mista na bebida ldctea no de- Acido 4,08 5,27 4,10
correr do armazenamento. Sabor
Tempo de armazenamento (dias) Global 6,08 6,81° 4,81°
Células viaveis 0 7 14 19 22 Soja 4,75* 4,20* 4,00*
(UFCmLY)  25x107 12x107 45x10° 42x10° 1x10° Acido 4,50° 5,58° 4,81°
176 Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 28(Supl.): 170-177, dez. 2008



Kempka et al.

Homogeneidade

Sabor 4cido Aspecto

Sabor soja Consisténcia
Sabor global
Aroma global
Aroma 4cido Aroma soja

—4@— 0dia 8 dias —m—— 7 dias

Figura 6. Estabilidade organoléptica da bebida lactea fermentada
sabor péssego.

Zacarchenco (2004), utilizando cultura de Streptococcus
thermophilus, Bifidobacterium longum e Lactobacillus
acidophilus em leites fermentados, obteve aceita¢do das for-
mula¢des contendo Bifidobacterium longum e Lactobacillus
acidophilus pelos provadores até o 21° dia de estocagem, com
o produto armazenado a 4 °C.

Assim, a bebida lactea desenvolvida neste estudo apresentou
um tempo de prateleira significativo, representando um resul-
tado satisfatorio, considerando o fato de nao se ter adicionado
nenhum conservante no produto.

4 Conclusoes

O crescimento da cultura mista de S. thermophilus,
L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. acidophilus e Bifidobacterium
em caldo MRS atingiu seu maximo crescimento em 4 horas de
incubagio nas condigdes de temperatura de 42 °C, sem agitacido
e com pH inicial de 7,5.

A formulagdo contendo 30% de extrato hidrossoluvel de
soja, 36,6% de leite de vaca e 33,3% de soro de leite foi adotada
como sendo a formulag¢do base ideal determinada por andlise
sensorial e avaliacdo do crescimento celular durante a fermen-
tagao.

Durante o periodo de armazenamento, a bebida lactea
sabor péssego apresentou células vidveis da cultura mista adi-
cionada dentro dos padroes estabelecidos (1 x 10° UFC.mL™")
até o 22° dia.

A qualidade fisico-quimica apresentou pequenas alteragdes.
Pelo fato da bebida inicialmente ja apresentar um baixo valor
de pH (4,93), a acidez ficou bastante evidenciada a partir do
22° dia de armazenamento. A qualidade sensorial definiu o tér-
mino do armazenamento no 14° dia, ja que a bebida apresentou
uma acidez bastante elevada (0,9% de 4cido latico), em torno
de trés vezes maior que a inicial, sendo rejeitada nas andlises
sensoriais. Assim, a bebida lactea sabor péssego desenvolvida
teve uma vida util de aproximadamente 14 dias sem adi¢ao de
conservante.
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