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O presente estudo objetivou desenvolver um sorvete de leite fermentado que
apresentasse em sua composi¢do microrganismos probioticos, avaliando-se suas
propriedades fisico-quimicas, microbiolégicas e a viabilidade desses
microrganismos durante o periodo de estocagem. Foram utilizados diferentes
estabilizantes na elaboragcdo do sorvete, sendo selecionadas aquelas que
apresentaram melhores resultados de Overrun (Gelatina e Goma guar). Os
produtos formulados com estes estabilizantes, isolados ou combinados, foram
avaliados quanto a sua composi¢do (pH, acidez titulavel, agucares, lipidios,
proteinas, umidade e cinzas), além da qualidade microbiol6gica (Salmonela,
bolores e leveduras, coliformes termotolerantes e estafilococos coagulase
positivo) e viabilidade dos microrganismos probiéticos. Os resultados obtidos
demonstraram que a adi¢cao de estabilizantes distintos, na formulacéo do sorvete,
ndo interferiu (P<0,05) na composi¢cdo dos produtos finais. Quanto a qualidade
microbiologica, apesar do sorvete apresentar niveis de fungos filamentosos e
coliformes termotolerantes, estes foram menores que os padrdes estabelecidos
pela legislagédo para qualidade microbioldgica de gelados comestiveis, mostrando
gue os sorvetes foram desenvolvidos seguindo os padrbes de seguranca e
higiene. Com relacdo a viabilidade das culturas probidticas nos sorvetes, apos
120 dias de estocagem a -18°C, o numero de células viaveis permaneceu acima
de 10" UFC/g, demonstrando ser um produto estavel por manter os niveis das
bactérias probidticas em maior nimero do que o minimo exigido pela legislacéo,
para que um produto seja caracterizado como probiético (10° UFC/g). Verificou-se
gue a estimativa da vida de prateleira do sorvete probiético desenvolvido, quando
armazenado em condi¢cdes adequadas de temperatura, pode atingir até um ano
(P<0,05), demonstrando ser um bom produto veiculador de microrganismos
probidticos. Além disso, este trabalho faz uma avaliagdo das novas tecnologias e
novos produtos que vem sendo desenvolvidos e protegidos através de patentes.
A prospeccdo tecnologica presente neste trabalho visou entender como as
grandes empresas estao investindo nessa nova fatia do mercado e qual sera a
tendéncia de crescimento deste segmento. Através de um levantamento de
patentes existentes no banco de dados Espacenet, observou-se que existem
apenas 185 patentes sobre sorvete com uso de microrganismos probioticos. Os
microrganismos comecaram a ser aplicados em sorvete desde a década de 90,
tendo seu salto em aplicacdo em 2006. A maioria das patentes pertence aos
Estados Unidos, sendo a Nestlé a empresa que mais investe em depdsitos para
protecdo de novas tecnologias nesse setor. A Dinamarca também tem investido e
€ 0 segundo pais nessa corrida dos depdsitos. No entanto, esses numeros ainda
nao sao tao expressivos no cenario mundial e explorar esse campo da industria
de alimentos tem sido uma tarefa lenta. Apesar disso, 0 mercado continua em
expansao para esses produtos e acredita-se que nos préximos anos esses
nameros tenham um crescimento significativo no que se refere a depédsito de
patentes e ao desenvolvimento de novas tecnologias que contemplem o mercado
de alimentos probidticos.

Palavras — chave: Sorvete, microrganismo, probidticos.
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This study aimed to develop an ice cream that presents fermented milk probiotic
microorganisms in its composition, evaluating its physic-chemical and
microbiological properties and these microorganisms viability during the storage
period. Different stabilizers were used in the preparation of ice cream, and those
that showed better results overrun (gelatin and guar gum) were selected. Products
formulated with these stabilizers, alone or in combination, were evaluated for their
composition (pH, titratable acidity, sugars, lipids, proteins, moisture and ash), and
the microbiological quality (Salmonella spp, yeasts and molds, coliforms term
tolerant and coagulase positive) and viability of probiotic microorganisms. The
results showed that the addition of different stabilizers in ice cream formulation,
had no effect (P <0.05) in the composition of final products. Talking about the
microbiological quality, despite the present levels of ice cream filamentous fungi
and coliforms tolerant term, they were lower than the standards established by the
legislation for the microbiological quality of ices, showing that the ice creams were
developed following the standards of safety and hygiene. With respect to viability
of the probiotic cultures in ice cream, after 120 days of storage at -18 °C, the
number of viable cells remained above 10’ CFU / g, demonstrating that a stable
product by maintaining levels of probiotic bacteria in larger numbers than the
minimum required by law to that a product be characterized as probiotics (10°
CFU/g). It was found that the estimation of shelf life of probiotic ice cream
developed when stored under appropriate conditions of temperature can reach up
to one year (P <0.05), proving to be a good product disseminator of probiotic
microorganisms. However, when assessed in general (quality and viability), the
product will have a shelf life of up to three months, due to high counts of molds
and yeasts. Moreover, this work makes an assessment of new technologies and
new products that have been developed and protected by patents. The
technological prospection in this paper aimed to understand how big companies
are investing in this new market share and what is the tendency for growth in this
segment. Through a survey of existing patents in the database Espacenet, it was
observed that there are only 185 patents on the use of ice cream with micro-
organisms. The microorganisms began to be applied in ice cream since the 90's,
and his leap in application in 2006. Most patents related belong to the United
States, and Nestlé the company that invests more in deposits for the protection of
new technologies in this sector. Denmark also has invested and it is second in the
race for deposits. However, these numbers aren’t as significant on the world stage
and explore the field of food industry has been a slow task. Nevertheless, the
market continues to expand on these products and it is believed that in the next
years these numbers have a significant growth in respect to patent applications
and development of new technologies that address the market for probiotic foods.

Keywords: Ice cream, microorganism, probiotics


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

T _Complete  7enkouforusing

Click Here to uf

Unlimited Pag

Your complimentary
use period has ended. 15

Cette étude a comme but de développer un une créme glacée afin de présenter
les microorganismes probiotiques du lait fermenté dans sa composition, d’évaluer
ses caractéres physico-chimiques, microbiologiques et la viabilité de ces micro-
organismes au cours de la période de stockage. Différents Stabilisateurs ont été
utilisés dans la préparation de créme glacée, et le choix a été fait selon ceux qui
ont montré de meilleurs résultats (gomme de guar et de la gélatine). Les produits
formulés avec ces stabilisateurs, seuls ou en combinaison, ont été évalués pour
leurs compositions (pH, acidité titrable, les sucres, lipides, protéines, I'humidité et
les cendres), et leurs qualités microbiologiques (Salmonella spp, levures et
moisissures, les coliformes a expression tolérante et a coagulase positive) et la
viabilité des microorganismes probiotiques. Les résultats ont montré que I'addition
de différents stabilisateurs dans la formulation de la creme glacée, n’a aucun effet
(P <0.05) sur la composition du produit final. La qualité microbiologique, malgré
les niveaux actuels de champignons filamenteux de créme glacée et de coliformes
a expression (term) tolérante, ont été inférieurs que les standards établis par la
[égislation pour la qualité microbiologique des glaces, montrant que les cremes
glacées ont été développées selon les standards de la sécurité et de I'hygiéne. En
respectant la viabilité des cultures probiotiques dans la creme glacée, aprés 120
jours de stockage a -18°C, le nombre de cellules vivantes est resté 107 CFU / g,
démontrant qu’'un produit stable, en conservant le niveau des bactéries
probiotiques a un nombre supérieur que celui requis par la loi a celle d'un produit
se caractérise en tant que probiotigues (106 CFU / g). Il a été constaté que
I'estimation de la durée de conservation de la creme glacée probiotique
développée, si elle est conservée dans des conditions appropriées de température
peut atteindre jusqu'a un an (P <0,05), prouvant qu’il s'avére étre un bon produit
diffuseur de micro-organismes probiotiques. Toutefois, lorsqu'il est évalué en
général (selon la qualité et la viabilité), le produit aura une durée de vie pouvant
aller jusqu'a trois mois, en raison de taux élevés de moisissures et de levures. En
outre, ce travail procede a une évaluation des nouvelles technologies et de
nouveaux produits qui ont été développés et protégés par des brevets. La
prospection technologique dans le présent document vise a comprendre comment
les grandes entreprises investissent dans cette part de nouveau marché et ce quel
est la tendance de la croissance dans ce segment. Grace a une enquéte sur les
brevets en vigueur dans la base de données Espacenet, il a été observé qu'il y a
seulement 185 brevets sur l'utilisation de la creme glacée avec des micro-
organismes. Les micro-organismes ont commencé a étre appliqués dans la creme
glacée depuis les années 90, et leurs début en application en 2006. La plupart des
brevets liés appartiennent aux Etats-Unis, et c’est la société Nestlé qui investit le
plus dans les dépbts de brevets pour la protection des nouvelles technologies
dans ce secteur. Le Danemark a également investi et est le deuxieme dans la
course pour les dépbts. Toutefois, ces chiffres ne sont pas aussi importants sur la
scene mondiale et I'exploration du domaine de lindustrie alimentaire a été une
tache lente. Néanmoins, le marché continue a se développer sur ces produits et il
est estimé que dans les années a venir ces nombres auront une croissance
significative en ce qui concerne les demandes de brevet et le développement de
nouvelles technologies qui répondent au marché des aliments probiotiques.
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O sorvete é um produto amplamente consumido, principalmente em
regides de clima quente, por ser um alimento refrescante, de sabor agradavel e
de composicdo nutricional variavel. S8o muitos os paises onde o consumo dos
sorvetes é praticamente continuo, seja qual for a estacdo. Esta tendéncia esta
comecando a ser notada também nos paises onde, por tradicdo, os sorvetes eram
consumidos apenas em épocas de calor (MADRID, 1995).

No Brasil, o conceito de se consumir sorvetes vem se modificando, em
tendéncia a se assemelhar aos padr6es de consumo dos paises desenvolvidos.
Seu valor nutritivo, sua imagem cada vez mais condizente com o0s apelos de
gualidade de vida e produto saudavel, €, a cada dia, mais reconhecido (ALLODI,
1999).

Apesar de seu consumo per capita no Brasil ainda ser considerado
bastante baixo (4,74 L/h), quando comparado a mercados como os dos EUA
(22,5 L/h) ou mesmo o da Suica (14,4 L/h), percebe-se que se trata de um
segmento com grande potencial de crescimento (ABIS, 2010). Paralelamente,
tem-se um mercado consumidor em pleno amadurecimento e que demonstra
claramente uma crescente preocupagdo com a seguranca e a qualidade no que
se refere a produtos de género alimenticio (CATALAN, 2003).

Além do alto valor nutricional, o sorvete apresenta a caracteristica de alta
digestibilidade, quando bem homogeneizado posto que, com esse processo, ha
reducdo do tamanho dos glébulos de gordura. Essa caracteristica associada a
outras, tais como sabor doce e textura macia, fazem do sorvete um alimento
apreciado por todas as idades. Pela facil assimilacdo, o produto é bom para
idosos, para pessoas de pouco apetite e em casos de Ulceras e gastrites crénicas,
guadros em que o sorvete exerce funcéo terapéutica devido ao resfriamento,
levando ao descongestionamento da mucosa gastrica inflamada e ao estimulo da
secrecéo das enzimas digestivas (GOMES, 2006).

O sorvete € um produto estavel do ponto de vista microbiolégico, uma vez
gue, é pasteurizado, e conservado sob congelamento. Apesar de ser um produto
rico em nutrientes, meio favoravel ao desenvolvimento microbiolégico, na

temperatura de estocagem e comercializacdo (-18°C), grande parte da agua livre
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icrorganismos presentes pudessem desenvolver-

se a baixas temperaturas, ndao haveria agua livre disponivel no sorvete para seu
metabolismo (ALLODI, 1999).

Atualmente, apesar de os produtos fermentados, em sua grande maioria,
funcionarem como maiores meios para veiculacdo de microrganismos probiéticos
para consumo, o sorvete pode funcionar como alimento probiotico (Akin et al.,
2006; Haynes & Playne, 2002; Hekmat & McMahon, 1992; Kailasapathy &
Sultana, 2003). Carvalho (2006) afirma ainda que o leite e derivados lacteos séo
ingredientes obrigatdrios nos sorvetes, portanto, permitem a veiculagdo de
microrganismos potencialmente benéficos a satde do consumidor, como sdo 0s
microrganismos probidticos, desde que esta presenca ndo descaracterize
sensorialmente o produto. Tendo esse conhecimento como base, 0 sorvete de
iogurte foi introduzido no mercado como uma nova opc¢éo de produtos lacteos e
se tornou muito popular em diversos paises do mundo, devido a sua semelhanca
simultdnea ao iogurte e ao sorvete convencional, passando a imagem de uma
sobremesa gelada saudavel, com excelente valor nutricional (MIGUEL, 2003).

No entanto, 0 sorvete de iogurte apresenta em sua composicao, culturas
starter (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus)
na qual a grande maioria das estirpes ndo € reconhecida como probidtica, uma
vez que nao sobrevivem ao baixo pH do trato digestivo.

Como uma definicdo geral, probiéticos podem ser descritos como
microrganismos vivos (bactérias ou leveduras), que sdo benéficos para a saude
de seus hospedeiros (humano ou animal), principalmente por manter e/ou
melhorar o equilibrio microbiano do trato gastrointestinal (FAO, 2001). Vérios
beneficios a salude tém sido atribuidos aos probidticos, tais como efeito
antimutagénico e anticarcinogénico, estimulagdo do sistema imunoldgico,
propriedades anti-infectantes, a reducdo dos niveis de colesterol e da intolerancia
a lactose. Hoje em dia, muitos produtos probidticos estdo disponiveis para o
consumo dos seres humanos e animais (HOIER 1992; SANDERS 1999; SHAH
2001; HOLZASPFEL e SCHILLINGER 2001 apud MORTAZAVIAN, A. M. et al.,
2007).

Os microrganismos mais amplamente utilizados nos produtos probioticos

pertencem ao grupo das bactérias lacticas e pertencem aos géneros Lactobacillus
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nte sdo adicionados em leites fermentados na

equentemente consideradas como seguras para

o consumo humano “Generally Recognized as Safe” (GRAS) (COLLINS et al..
1998; ZIEMER & GIBSON, 1998;LEE et al., 1999 apud CARVALHO, 2006).

No Brasil, a disponibilidade de produtos que contenham microrganismos
probidticos é ainda muito pequena e, portanto, novas tecnologias precisam ser
desenvolvidas para criar produtos dessa natureza e suprir a demanda do
consumidor. Nessa perspectiva, estudar o desenvolvimento de sorvetes como
veiculos de microrganismos probioticos, de modo a aumentar o consumo de
produtos que possam contribuir pelas suas propriedades funcionais constitui uma
deciséo estratégica, tomando por base a ciéncia de alimentos e a nutri¢cao.

Contudo, o desenvolvimento de um novo produto constitui um desafio,
uma vez que este produto tem que atender a expectativa do consumidor para
produtos que tragam simultaneamente prazer, que sejam saudaveis e atendam
aos padrbes de qualidade microbiolégica e tecnoldgica.

Nesse cenario, o presente trabalho apresenta a proposta de desenvolver
um sorvete de leite fermentado probidtico que possa servir de veiculo apropriado
para o desenvolvimento e sobrevivéncia de cultivos de Lactobacillus spp.,
objetivando o enriquecimento funcional do sorvete, agregando maior valor
funcional ao produto.

Este trabalho encontra-se dividido em trés capitulos: o primeiro aborda
uma visao geral sobre a teoria utilizada para a producao de sorvetes bem como
sobre a utilizagcdo de microrganismos probidticos em alimentos; o segundo
capitulo traz uma prospecc¢do tecnoldgica sobre como o desenvolvimento de
NOVOS Processos e novos sorvetes probidticos vém sendo trabalhados dentro
dos institutos de registro de patentes; e o terceiro capitulo, e ltimo capitulo trata
do desenvolvimento e caracterizacdo fisico-quimica de sorvetes probioticos
elaborados com diferentes gomas, descrevendo as mudancas e contribuicoes
gue o uso dessas gomas, isoladamente ou em combinagcdo com outras, podem
trazer para o produto final, além de fazer uma avaliagdo da qualidade

microbiolégica e da viabilidade de microrganismos probidticos nos sorvetes, e
do comportamento destes produtos com relacdo ao pH e a acidez durante a sua

vida de prateleira do produto.
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Geral:
Desenvolver um sorvete de leite fermentado com microrganismos probioticos.

Especifico:
e Isolar e identificar as culturas comerciais de Lactobacillus acidiphilus,

Lactobacillus rhaminosus e Lactobacillus casei casei a serem utilizadas no
sorvete.

e Desenvolver formulagdes de sorvete tendo como base o leite fermentado
probidtico, variando culturas e estabilizantes;

e Avaliar a viabilidade dos microrganismos probiéticos durante a vida de
prateleira do produto.

e Avaliar caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas dos produtos
elaborados.
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1.1. Sorvete

1.1.1. - Introducao

Sorvete esta inserido na chamada "familia de sobremesas congeladas”
e estd definido na Portaria n°379 (Regulamento Técnico para Fixacdo de
Identidade e Qualidade de Gelados Comestiveis, Preparados, Pds para o
Preparo e Bases para Gelados Comestiveis) da Agéncia de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), Ministério da Saude (MS), publicada em 29 de abril de 1999
(BRASIL, 1999).

De acordo com a RDC 266 do Ministério da Saude (BRASIL, 2005),
gelados comestiveis sdo os produtos congelados, obtidos a partir de uma
emulsdo de gorduras e proteinas; ou de uma mistura de agua e agucar (es), que
apresentem densidade aparente minima de 475 g/litro. Podem ser adicionados
de outro(s) ingrediente(s) desde que n&o descaracterize(m) o produto.
Preparados para Gelados Comestiveis, por sua vez, sao 0s produtos que, apds
serem submetidos ao congelamento, resultam em gelados comestiveis, nao
necessitando da adicdo de outro(s) ingrediente(s). A utilizagéo de ingrediente que
nao é usado tradicionalmente como alimento pode ser autorizada, desde que
seja comprovada a seguranca de uso em atendimento ao Regulamento Técnico
especifico.

Goff (1997) definiu gelados comestiveis como complexos sistemas
coloidais que consistem de células de ar, cristais de gelo e gldbulos de gordura
parcialmente desestabilizados e dispersos em uma fase aquosa continua com
polissacarideos, lactose, agucares e sais minerais dissolvidos.

Segundo Orddéfiez (2005), o sorvete € uma mistura muito complexa.
Trata-se de uma mistura heterogénea, ao mesmo tempo emulsdo, gel,
suspens&o e espuma, cuja coesdo é mantida gracas ao congelamento. E uma
espuma na qual as bolhas de ar estdo cobertas por cristais de gelo, glébulos de
gordura individualizados ou parcialmente fundidos.

De maneira mais ampla, sorvetes sdo preparados alimenticios que foram
levados ao estado sélido, semi-sélido ou pastoso por um congelamento

simultdneo ou posterior da mistura das matérias primas, postas em producéo e
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umidor (MADRID, 1995). E uma mistura gelada
da combinacdo de componentes tais como leite, acucares, estabilizantes,
emulsificantes e agentes de sabor (MARSHALL, GOFF & HARTEL, 1996).

O sorvete é um produto estavel do ponto de vista microbiolégico, uma vez

gue, além de ser pasteurizado, € conservado sob congelamento. Apesar de ser
um produto rico em nutrientes e de pH alto, meio favoravel ao desenvolvimento
microbiol6gico, na temperatura de estocagem e comercializacao (-18°C), grande
parte da agua livre esta congelada e a agua liquida residual apresenta elevada
concentragao de solutos. Deste modo, mesmo que microrganismos pudessem se
desenvolver a baixas temperaturas, ndo haveria 4gua livre disponivel no sorvete
para seu metabolismo (ALLODI, 1999).

O sorvete € um produto que tem alto valor nutricional. Além disso,
apresenta a caracteristica de alta digestibilidade, quando bem homogeneizado.
Isso porque, devido a homogeneizacdo, ha redugdo nos globulos de gordura, o
gue facilita que esta seja facilmente digerida. Essa caracteristica associada a
outras, tais como sabor doce e textura macia, fazem do sorvete um alimento
apreciado por todas as idades. Pela facil assimilacdo, o produto é excelente para
idosos; pessoas de pouco apetite e em casos de Ulceras e gastrites cronicas,
guadros em que o sorvete exerce funcéo terapéutica devido ao resfriamento,
levando ao descongestionamento da mucosa gastrica inflamada e ao estimulo da
secrecéo das enzimas digestivas (GOMES, 2006).

A composicdo aproximada geralmente esta entre 0-20% gordura, 8-15%
de Sodlidos N&o Gordurosos do Leite (SNGL), 13-20% acucar, 0-1.0%
estabilizante/emulsificante e 32-45% solidos totais (MARSHALL & ARBUCKLE,
1996). A Tabela 1 exibe composi¢cdes comerciais tipicas de sorvetes no Brasil e

Estados Unidos da América.

Tabela 1: Composigéo fisico-quimica
aproximada de sorvetes comerciais no Brasil

e EUA.
Caracteristica Brasil Estados
Unidos
Proteina (%) 6 5
Carboidrato (%) 20 33

Gordura (%) 10 15
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1.1.2. —Tipos de sorvete

O sorvete pode ser classificado em funcdo de uma série de fatores. Pode
ter diferentes composicdes e diferentes formas de fabricagdo ndo dependendo
apenas da escolha dos fabricantes, mas também, das condi¢cdes nas quais estes
produtos sdo processados (MARSHALL & ARBUCKLE, 1996). Quanto a
composicao, processo de fabricagéo e forma de apresentacéo que o sorvete pode
se apresentar podemos destacar (MADRID, 1995):

a) Quanto a composicao bésica:
o Sorvetes de creme: sdo os produtos elaborados basicamente com

leite e ou derivados lacteos e ou gorduras comestiveis, podendo ser

adicionados de outros ingredientes alimentares;

o Sorvetes de leite: sdo os produtos elaborados basicamente com
leite e ou derivados lacteos, podendo ser adicionados de outros ingredientes

alimentares;

o Sorvetes: sdo os produtos elaborados basicamente com leite e ou
derivados lacteos e ou outras matérias-primas alimentares, nos quais 0s teores
de gordura e ou proteina sado total ou parcialmente de origem nao lactea,
podendo ser adicionados de outros ingredientes alimentares;

o Sherbets: sdo os produtos elaborados basicamente com leite e ou
derivados lacteos e ou outras matérias-primas alimentares e que contém
apenas uma pequena propor¢do de gorduras e proteinas, as quais podem ser
total ou parcialmente de origem nao lactea, podendo ser adicionados de outros
ingredientes alimentares;

o Gelados de frutas ou Sorbets: sdo produtos elaborados
basicamente com polpas, sucos ou pedacos de frutas e acucares, podendo ser

adicionados de outros ingredientes alimentares;

. Gelados: sdo produtos elaborados basicamente com acuUcares,
podendo ou ndo conter polpas, sucos, pedacos de frutas e outras matérias-
primas, podendo ser adicionados de outros ingredientes alimentares.
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pricacao e forma de apresentacao:

o Sorvetes de massa ou cremosos: sdo misturas homogéneas ou
ndo de ingredientes alimentares, batidas e resfriadas até o congelamento,
resultando em massa aerada,;

. Picolés: sdo porcgbes individuais de gelados comestiveis de vérias
composic¢oes, geralmente suportadas por uma haste, obtidas por resfriamento
até congelamento da mistura homogénea ou nao, de ingredientes alimentares,
com ou sem batimento;

o Produtos especiais gelados: sdo os gelados mistos constituidos por
qualquer das modalidades de gelados comestiveis, em combinagdo com
alimentos nao gelados, representados por porcdes situadas interna e/ou
externamente ao conjunto, tais como: sanduiche de sorvete, bolo de sorvete,

torta gelada.

Além das categorias citadas, h4 também os sorvetes diversos, que em
geral tém caracteristicas bastante especificas. Assim, por exemplo, tem-se o
iogurte gelado ou sorvete de iogurte. Esse produto é diferente dos outros
sorvetes, visto haver uma fermentagcdo prévia do leite, de tal maneira que, pela
acdo de microrganismos, parte do agucar do leite, a lactose, transforma-se em
acido latico. Uma vez produzida essa fermentacdo, procede-se a adicdo de
acucar, e seu batimento e congelamento (MADRID, 1995). Esse procedimento
pode utilizar como matriz ndo apenas o iogurte, mas também leite fermentando

com outros tipos de cultura.

1.1.3. Composicdao, valor nutricional do sorvete e fungao tecnolégica dos
constituintes.

O sorvete € um alimento que compreende excelente fonte de energia no
qual os constituintes sdo quase completamente assimilados (MARSHALL &
ARBUCKLE, 1996). Principalmente constituido de carboidratos e gordura, o
sorvete também contém proteinas, minerais e vitaminas.

Os produtos lacteos que entram nas formulages dos sorvetes contém os
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pite (gordura, proteinas, agua), porém, em

to de tais componentes serem amplamente

necessarios na dieta humana faz com que o sorvete seja um alimento
importante para o crescimento e a manutencdo das atividades normais do
homem (EPAMIG, 2000).

De acordo com a RDC 266, da ANVISA /MS (BRASIL, 2005), o sorvete
deve pesar, no minimo, 475g por litro. Na Tabela 02 tem-se a composicéo geral
desse produto segundo Arbuckle (1986), Madrid (1995) e Revillion (2010).

Tabela 2: Composi¢éo Geral média da base para sorvete convencional
Arbuckle(1986), Madrid (1995) e Révillion (2010).

Constituinte Arbuckle Madrid Reévillion
(1986) (1995) (2010)
Carboidratos (%) 20,7 17,5 26,0
Gorduras (%) 12,0 12,0 10,0
Proteinas (%) 4.1 4,0 5,0
Agua (%) 61,7 64,0 61,0
Célcio (mg/1009) 122.0 120,0 126,0
Sodio (mg/100g) 60,0 60,0 63,0

Como a Tabela mostra, o sorvete reune e reflete a rigueza de nutrientes
dos seus ingredientes. Por isso, Madrid (1995) considera o sorvete fonte de:

. Proteina de alto valor biolégico: as proteinas do sorvete tém todos
0sS aminoacidos essenciais para a vida.

. Valor cal6rico para o desenvolvimento da vida, uma vez que o
sorvete € rico em carboidratos diversos.

o Sais minerais diversos indispensaveis para a vida como o calcio,

fosforo e o sédio.

No entanto, o valor nutricional dos alimentos depende ndo somente do
seu conteudo em nutrientes, mas também da biodisponibilidade destes.
Produtos lacteos fermentados, como o sorvete que contenha iogurte,
geralmente tém a mesma quantidade de nutrientes do leite do qual é obtido,
mas o processo fermentativo torna os nutrientes mais disponiveis para a
absorcao (ABIS, 2010).

Os ingredientes que compdem o0 sorvete podem ser agrupados em

produtos lacteos e produtos nao lacteos. Os produtos lacteos formam os
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es, estabilizantes/emulsificantes, ovos, frutas,

nozes, esséncias, produtos especiais e agua (MARSHALL & ARBUCKLE,
1996).

As principais fungbes exercidas pelos componentes do sorvete sdo as
seguintes:

a) Aguae ar

Ambos desempenham um importante papel no complicado sistema fisico-
guimico que o sorvete representa. A fase continua corresponde a uma emulséo
parcialmente congelada, com os cristais de gelo e glébulos de gordura,
solidificados dispersos na fase aquosa nao congelada. Os constituintes estruturais
sdo separados por varias interfaces entre as células de ar e a fase aquosa.
Segundo Ordofiez (2005), as bolhas de ar possuem trés funcdes especiais:
tornam mais leve o sorvete que, sem ar, seria muito dificil de digerir;
proporcionam-lhe maciez e tornam o produto deformavel a mastigagdo e atuam
como isolante do frio intenso.

O ar presente no sorvete resulta da etapa de Overrun, que é o aumento do
volume pela incorporacdo de ar, € uma das etapas mais importantes da
fabricacdo de sorvetes, uma vez que influencia diretamente em sua qualidade e
rendimento, e deve ser mantida nos padrdes da legislacdo que esta atrelado a
densidade do produto, que para ser caracterizado sorvete deve ter 475g/L
(BRASIL, 2005).

b) Gordura Lactea

A gordura do leite representa o ingrediente mais importante na qualidade
do sorvete e é a primeira a ser estimada no calculo do mix- denominacgéo dada a
mistura dos ingredientes solidos -, sendo os demais ingredientes estabelecidos
com base na propor¢do em que se ligam a gordura. A gordura lactea é um
composto complexo formado por triacilgliceréis, colesterol e pequenas
quantidades de acidos graxos livres. Sua utilizagdo implica numa maior

resisténcia a fusdo e maior viscosidade, além de néo influir diretamente, sobre o


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

: Your complimentary

— use period has ended. 29
B 3 CO m p I ete Thank you for using
; PDF Complete.
Click Here tolil stura. Ao mesmo tempo, a gordura confere
Unlimite G tura suave (EPAMIG, 2000).

c) Solidos nado gordurosos de leite

Sdlidos ndo gordurosos do leite (SNGL) séo os sélidos do leite desnatado,
gue consistem de 37% proteina, 55% de acUcar do leite (lactose) e 8% de
minerais que tém alto valor nutricional, apresentando baixo custo e a
caracteristica de melhorar a palatabilidade do sorvete (MARSHALL &
ARBUCKLE, 1996).

Estes componentes melhoram a consisténcia e textura do sorvete,
aumentam a viscosidade e abaixam o ponto de congelamento, além de concorrer
para um aumento da acidez da mistura (EPAMIG, 2000). Adicionalmente, esses
sélidos cobrem a superficie dos glébulos e as bolhas de ar, estabilizando a
espuma.

Além do leite e do creme de leite, outras fontes lacteas como leite
desnatado ou integral em pg, leite condensado integral ou desnatado; e sélidos do

soro sao usados como alternativa para reducédo de custos (STOGO, 1997).

d) Acucares (lactose e sacarose)

Proporcionam o sabor doce ao sorvete, fixam 0os compostos aroméaticos e
frelam sua volatilizagdo, tornando sua sensagdo de sabor mais duradoura.
Contribuem para o aumento da viscosidade e para diminuir o ponto de
congelamento. Além disso, aumentam o teor de soélidos e contribuem com a

textura e ponto de congelamento do sorvete (SOLER, 2001).

e) Proteinas lacteas e nédo lacteas

Contribuem para a palatabilidade, visto que a intensidade e o tempo de
permanéncia do sabor na boca estéo relacionados com o contetudo de sélidos da
mistura. E importante também para baixar o ponto de congelamento, aumentar a
viscosidade do liquido restante e cobrir a superficie dos glébulos e bolhas de ar,
estabilizando a espuma (ORDONEZ, 2005).
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Estabilizantes sao ingredientes (usualmente polissacarideos como goma
guar, xantana, carragenas, gelatina, alginato de sddio, carboximetil celulose, entre
outros), usados em pequenas quantidades (0.1-0.5 %) na mistura de sorvete
(GOFF, 1997).

Correspondem a um grupo de substancias capazes de reter grande
quantidade de agua, a qual ndo se cristaliza pelo resfriamento. A retencdo pode
se dar por interagBes quimicas, tipo ligagdes de hidrogénio, ou pela formacéo de
uma estrutura espacial, a qual reduz a mobilidade da agua livre. Além disso, da
corpo e textura suave ao sorvete, retardando a formacdo de cristais de gelo
durante as oscila¢des térmicas, além de dar uniformidade e resisténcia a fuséo
(EPAMIG, 2000).

As gomas, de um modo geral, tém sido utilizadas como estabilizantes em
diversos produtos. Estes produtos, também chamados de hidrocoloides, s&o
aditivos alimentares que tém funcédo de espessar, estabilizar, encorpar, conferir
viscosidade, elasticidade e dar a textura desejada ao alimento produzido
(CANDIDO e CAMPOS, 1996). Podem, ainda, ser utilizadas como substituintes de
gorduras, posto que a gordura € fundamental para os efeitos sensoriais e
fisiologicos dos alimentos, contribuindo para o sabor, percepcdo no aparelho
bucal, aparéncia, aroma, etc. Adicionalmente, contribuem como substituintes de
acucar e como fontes de fibras em dietas, sendo frequentemente empregadas em
produtos alimenticios light (THEBAUDIN et al., 1997).

A gelatina foi um dos primeiros estabilizantes a ser utilizado na producgao
de gelados, porém, vem sendo substituida, visto o longo tempo de maturacéo,
sendo mais utilizada atualmente em combinacdo com outras gomas (EPAMIG,
2000).

As carragenas tem um bom desempenho, dependendo do tipo de sorvete e
do contetdo em gordura (SOLER 2001).

A carboximetilcelulase (CMC) tem sido bastante empregada,
principalmente em virtude da alta viscosidade que inibe o crescimento de cristais
de gelo. No entanto, sua utilizagcado pode resultar em um corpo esponjoso para o
sorvete (ORDONEZ, 2005).
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oma solavel e altamente higroscopica; também

possui comportamento pseudopléstico quando em solucdo, capaz de manter
estaveis o pH, a maciez e a estética visual do produto (KATZBAUER, 1998).

A pectina € formadora de solucdes gelificantes, com capacidade de
retencdo de agua, estabilizando as suspensdes aquosas, porém com baixa
viscosidade aparente (HUANG, KAKUDA & CUI, 2001); seu uso é favoravel, uma
vez que apresenta baixo custo de obtencdo, sendo um dos espessantes mais
economicamente viaveis do mercado.

O uso excessivo de estabilizantes pode acarretar em caracteristicas
indesejaveis de derretimento ou, ainda, em um produto final com corpo pesado

(MARSHALL & ARBUCKLE, 1996).

g) Emulsificantes

Os emulsificantes auxiliam substancias incompativeis, como agua e
manteiga, a combinarem-se de forma a produzir um produto de estrutura uniforme
e macia, reduzindo o tempo de batimento (STOGO, 1997). Seu uso resulta em
células de ar de tamanho menor e melhor distribuidas na estrutura interna do
sorvete.

Entre os emulsificantes mais utilizados estdo os mono e diglicerideos,
compostos de glicerol e acidos graxos selecionados. A quantidade maxima de
emulsificantes por peso ndo deve exceder 0,2%, caso contrario, o produto final
apresentara defeitos de corpo e textura e derretimento lento (SOLER 2001).

h) Aromas, corantes e acidulantes.

S&o adicionados para realcar o sabor e a cor, dando ao produto os
aspectos desejados. Além disso, contribuem para sensacéo de frescor na boca ao
diminuir o pH da mistura.

No caso dos sorvetes, como sdo conservados a temperaturas muito baixas,
quase ndo € necesséaria utilizacdo de conservantes. Os aditivos que sé&o
realmente importantes na fabricagdo dos diversos tipos de sorvete sdo 0s
corantes e aromatizantes com vistas a atrair o consumidor (STOGO, 1997).
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1o sorvete

Uma vez que os requisitos de composicao relacionados com qualidade e
guantidade estejam definidos, a mistura esta pronta para o processamento
(MARSHALL & ARBUCKLE, 1996). A elaboracdo artesanal e industrial de

diversos tipos de sorvete compreende as seguintes etapas (SOLER, 2001):

e Recepc¢do da matéria prima: momento em que o padrdo da matéria-prima,

necessario ao processo, € verificado.

e Preparo do Mix: Os ingredientes selecionados para o preparo do mix séo
retirados da area de estocagem para area de processamento onde serédo pesados
e misturados. Os ingredientes em p6 séo adicionados apds a mistura dos liquidos
e antes que o mix atinja 50 °C. Os estabilizantes sao primeiramente dispersos em

acucar e entdo adicionados ao mix.

e Pasteurizacdo: Tem a finalidade de reduzir o nimero de microrganismos
patégenos, garantindo a seguranca do alimento para o consumidor. Inativa
também algumas enzimas presentes no leite que interferem no aroma, sabor e
textura do produto final. Pode ocorrer de forma lenta onde a temperatura deve
atingir 68-79°C e ser mantida a 30 minutos (MORR, 1989; e SILVA, 2003) ou
rapida onde a temperatura, nesse caso, € de 80-90°C por um tempo de retencdo
de 20 — 60 segundos (ALAMPRESE, FOSHINO, ROSSI et al.,2002; AKIM, 2006).

e Homogeneizacgdo: Consiste em um processo de reducédo e uniformizagéo
de particulas de gordura (diametro inferior a 2 ym). O processo € realizado a uma
temperatura de 50°C e tem por objetivo obter uma emulsdo de gordura estavel e
uniforme, resultando em uma mistura de textura suave, com mais corpo, maior

capacidade de batimento, menor tempo de maturacao e defeitos futuros.

e Resfriamento: E onde a mistura pasteurizada e homogeneizada é resfriada
até 5°C, de maneira rapida, caso contrario o produto final se torna viscoso,

fazendo com que o sorvete nao derreta facilmente. Primeiramente o processo se
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. Maturacdo: A pasteurizacdo e a homogeneizacdo alteram a forma
fisica dos solidos suspensos no mix e novas e diferentes membranas de globulos
de gordura séo formadas. Ao resfriar a 5°C, ocorre a cristalizacdo da gordura, e
esta cristalizacdo, juntamente com a adsorcdo de proteinas, emulsificantes dos
glébulos de gordura e a hidratacdo de proteinas e estabilizantes, requerem tempo
para estabilizacdo (SOLER, 2001).

A maturacgdo proporciona ao sorvete uma textura mais macia, mais corpo e
melhora a capacidade de incorporacao de ar. A maturacao pode ser realizada a
uma temperatura entre 0°C e 4°C, durante um periodo de 24 horas. No entanto, o
tempo referido pode variar em fungéo do estabilizante utilizado e da composigéao
da mistura. Trabalhos tem confirmado que a maturagdo pode durar em torno de 3-
4h, sendo este tempo prologado a 24 h caso a mistura contenha gelatina como
estabilizante (AKIM et al., 2006). Temperaturas inferiores a 1°C devem ser
evitadas, pois quando a mistura entra no freezer que ja estd com suas paredes a
baixa temperatura, pode causar um congelamento de &gua, com formacédo de
cristais grandes de gelo, podendo prejudicar as facas do agitador na etapa de
congelamento (EPAMIG, 2000).

e Testes pré-congelamento: alcancado o periodo de maturacao, verifica-se o
teor de gordura e sodlidos totais, a fim de garantir que a composicédo esteja de
acordo com a especificacao da formula.

e Congelamento: a mistura é congelada rapidamente, enquanto é agitada
para incorporacdo de ar (overrun) e para limitar o tamanho de cristais de gelo,
guando alcancada a temperatura de -7°C.

e Envase: o sorvete ainda mole e fluido é dosado por maquinas automaticas

para encher diferentes recipientes: copos, terrinas, etc.
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processo de congelamento se complete, a uma

temperatura de -18°C a -30 °C. A comercializacdo geralmente € feita a uma

temperatura de -15°C.

1.1.5. O sorvete convencional no cenario mundial e nacional

Sorvete é um produto que é consumido no mundo inteiro. A producao

mundial é liderada pelos EUA, o

gual é seguido pela China e Canada, segundo e

terceiros lugares, respectivamente. O Brasil ocupa a décima posi¢cdo no “ranking”

mundial de producdo deste alimento pelo setor regulamentado de producédo de

sorvetes, como ilustra a tabela 3:

Tabela 3: Produgédo Mundial de sorvete.

PAIS PRODUCAO
(Milhdes de Litros)

Estados Unidos 61,30
China 23,60
Canada 5,40
Italia 4,60
Australia 3,30
Franca 3,20
Alemanha 3,10
Suécia 1,30
Suica 1,00
BRASIL 0,90
Nova Zelandia 0,90
Finlandia 0,70
Dinamarca 0,50

Fonte: ABIS, 2010.

Com relagcdo ao consumo (tabela 4), Nova Zelandia, EUA e Canada

ocupam o0 primeiro, 0 segundo e o terceiro lugar no “ranking” mundial,

respectivamente. O Brasil ocupa o décimo primeiro lugar no consumo mundial

(ABIS, 2010).

Tabela 4: Consumo Mundial de Sorvete.

PAIS CONSUMO (h/L)
Nova Zelandia 26,30
Estados Unidos 22,50
Canada 17,80
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' SUETTA 14,20
Finlandia 13,90
Dinamarca 9,20
Italia 8,20
Franca 5,40
BRASIL 4,74
Alemanha 3,80
China 1,80

Fonte: ABIS, 2010.

Nesse sentido, é possivel considerar que 0 menor consumo do produto
pode estar relacionado a capacidade de aquisicdo da populacdo e ndo a questao
do clima. Além disso, fatores culturais também podem interferir no consumo de
sorvetes, uma vez que quando aquela comunidade ndo é motivada, quer pela
midia, quer pelo préprio meio em que vive, a necessidade de se consumir
determinado produto diminui. Isso explica o fato de o Brasil, caracterizado por ser
um pais de clima quente, ser apenas o 11° na lista mundial de consumo, atras de
paises mais frios, como Nova Zelandia, Estados Unidos e Canada (SEBRAEGO,
2009)

No que diz respeito ao cenario nacional, o Brasil tem um grande potencial
para o crescimento do setor de sorvetes, justificando-se tal afirmacdo pela sua
producéo de 648 milhdes de litros de sorvete no ano de 2007 (Tabela 5).

Tabela 5: Produgdo e consumo de sorvete no Brasil.

| 1997 | 1998 | 1999 [ 2000 | 2001 [ 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 [ 2007

EM MILHOES DE LITROS

PRODUGCAO MASSA 441 517 457 480 491 527 502 515 530 552 649
PRODUGAO PICOLE 123 145 131 134 137 148 141 144 142 151 180
PRODUGAO SOFT 25 27 30 33 36 40 44 48 54 59 72
CONSUMO 587 687 626 645 662 713 695 705 724 760 897

CONSUMO PER CAPITA 3,59 4,13 3,71 3,77 3,81 4,04 3,82 3,88 3,93 4,07 4,74

EM US$ MILHOES

FATURAMENTO 1706 | 1943 | 1123 | 1294 | 1042 690 1056 | 1148 | 1186 | 1226 | 1296
EXPORTACAO 1,1 2,3 1,1 2,9 4,3 1,1 0,9 0,9 0,6 0,8 0,8
IMPORTAGAO 3,6 6,3 5,8 3,0 2,1 2,6 0,7 1,3 2,6 3,3 4,0
POPULAGAO 163,8 | 166,3 | 168,8 | 171,3 | 173,8 | 176,4 | 179,0 | 181,6 | 184,2 | 186,8 | 189,1

(milhges de hab/IBGE)

Fonte: ABIS, 2010.
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sileiro aponta que no verdao, mais notadamente

entre 0os meses de Setembro e Marco, sdo consumidos 70% da producao total
anual. Ou seja, dos mais de 900 milhdes de litros de sorvetes produzidos no Pais,
incluindo de massa, picolés e soft, mais da metade é consumida nessa época do
ano. O brasileiro consome em média 4,7 litros anuais, menos de um terco do
consumo per capita em alguns paises nordicos, como a Dinamarca e a Finlandia
(ABIS, 2010).
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1.2.1. - Probiéticos

O termo “probidtico” foi introduzido pela primeira vez em 1965 por Lilly e
Stillwell. A diferenca do termo antibidtico definiu-se ao probiético como aquele
fator de origem microbioldgico que estimula o crescimento de outros organismos.
Em 1989, Roy Fuller enfatizou o requisito de viabilidade para os probidticos e
introduziu a ideia de que esses microrganismos tém um efeito benéfico (OMGE,
2008).

Segundo a “Food and Agriculture Organization” (FAQO), probidticos sdo
microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas
conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO, 2001).

Como uma definicdo geral, probiéticos podem ser descritos como
microrganismos viaveis (bactérias ou leveduras), que sao benéficos para a saude
de seus hospedeiros (humano ou animal) principalmente por manter e/ou
melhorar o equilibrio da microbiota intestinal (MORTAZAVIAN, 2007). No
organismo humano h& aproximadamente 10 bactérias por grama do contetdo
col6nico, que é estimado ter mais de 400 espécies de bactérias (MCFARLAND,
2010). Sabendo-se que esta diversidade de microrganismos tem uma influéncia
variada no hospedeiro em que reside, dependendo da predominancia de
determinados géneros, torna-se implicito na definicAo de probidticos que o
consumo de culturas probidticas afetam positivamente a composi¢cdo desta
microbiota e estende uma taxa de beneficios (SANDER, 1998; TANNOCK, 1999
apud KLAENHAMMER & KULLEN, 1999), a saber:

1. Interferéncia patogénica, exclusdo e antagonismo;

Atividades anticarcinogénico e antimutagénico;
Alivio de sintomas de intolerancia a lactose;
Reducéo do colesterol;

Reducéo da incidéncia e duragao da diarreia;
Prevencao de vaginites;

Prevencao de caries.

© N o g M w D

Prevencéo de doencas da pele.
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m termos de salde que proporcionam, O0s

microrganismos probiéticos podem também contribuir tecnologicamente quando
adicionados a um produto, jA& que podem melhorar o sabor do produto final,
possuindo a vantagem de promover uma acidificacdo reduzida durante a
armazenagem pos-processamento (GOMES E MALCATA, 1998).

No entanto, o termo probidtico é algumas vezes erroneamente usado como
um sindnimo para os membros benéficos da microbiota comensal. O contexto
para este mau uso € o fato de que certos fatores ambientais e alimentares podem
“encorajar seus probidticos nativos” (SANDERS, 1999). Culturas da microbiota
comensal humana sdao muitas vezes utilizadas para se isolar como probidticos,
mas, até que essas culturas sejam isoladas e entdo adequadamente
caracterizadas para satisfazer efeitos de estabilidade e salude, elas ndo séo
consideradas probitticas (VINDEROLA, 2011).

Os probidticos sdo comercializados na forma de preparagdes contendo um
anico ou uma combinacdo de microrganismos, deve-se apresentar viavel na
preparacdo e manter essa viabilidade no ecossistema digestivo, condi¢cao
indispensavel para a sua atuacdo (PENNA et al., 2000). Podem ainda ser
comercializados na forma de preparagfes farmacéuticas em capsulas ou sachés,
pos, tabletes, suspensdes liquidas e secas (FOOKS et al., 1999). Em produtos
liofilizados, a manutencao da viabilidade por um longo periodo de armazenamento
em temperatura ambiente é obtida, o que ndo é possivel para os produtos
fermentados do leite, para os quais a refrigeracdo € indispensavel e o tempo de
vida dos microrganismos é reduzido (FULLER, 1992).

1.2.2. Culturas probidticas

Para que um microrganismo seja considerado probidtico, ele precisa
atender alguns pré-requisitos. O microrganismo tem que estar vivo quando
administrado e deve ser comprovado promova e beneficios a saude. Esses
critérios sdo derivados da definicdo dada pela Food and Agriculture organization
of the United Nations (FAO) em um relatorio intitulado "Diretrizes para a Avaliagdo

de probidticos na alimentacdo humana” (FAO, 2001).
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funcionalidade e tecnologia como ilustrado na

figura 02.

Estabilidade,
acidez e bile

Aderéncia a
celulas
intestinais do
homem

Origem
humana

Clinicamente

- Persisténcia
\é?gggg%: Caracteristicas da no trato
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Figura 1: Base da teoria para a selegdo de microrganismos probiéticos que incluem
seguranca e funcionalidade (Sobrevivéncia, aderéncia, colonizagdo, produgdo
antimicrobiana, estimulo imune, atividade antigeno toxica e prevencéo de patdgenos).

Critérios de seguranca para probioticos tém sido definidos em resumos em
linhas gerais (LEE & SALMINEN, 1995; DONOHUE & SALMINEN, 1996; ADAMS,
1999). Incluem as seguintes especificacoes (SAARELA et al., 2000):

1. Culturas para uso humano sao preferencialmente de origem humana;

2. Probidticos sao isolados do trato gastrointestinal de humano saudavel,

3. Probidticos tém um histoérico de ndo patogénicos;

4. Probiéticos ndo tem histérico de associacdo com desordens

gastrointestinais;

5. Probidticos ndo carreiam genes resistentes a antibioticos;

Para a selecdo de uma cultura probidtica preferencial, aspectos gerais de
funcionalidade tem que ser considerados (SAARELA et al., 2000):

1. Tolerancia a acido e ao suco gastrico;

2. Tolerancia a bile (uma propriedade importante para a sobrevivéncia);
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Imuno estimulagéo, mas sem efeito pré-inflamatorio;
5. Atividade antagonista contra patdgenos como Helicobacter pylori,
Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Clostridium difficile;

6. Propriedades antimutagénica e anticarcinogénica.

Igualmente, apesar de culturas probidticas cumpram necessariamente
critérios de seguranca e funcionalidade, aspectos relacionados a producéo e
processamento também sdo muito importantes. Aspectos gerais tecnoldgicos tém
sido considerados na selecdo de probidticos. Eles incluem o0s seguintes
(SAARELA et al., 2000):

1. Boas propriedades sensoriais;

2. Resisténcia a refrigeracao;

3. Viabilidade durante o processamento;

4. Estabilidade no produto e durante a estocagem.

Espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium sdo os mais importantes
probidticos utilizados em produtos que estao disponiveis para o0 consumo humano
(HOIER 1992; SANDERS 1999; SHAH 2001; HOLZASPFEL e SCHILLINGER
2001 apud MORTAZAVIAN, A. M. et al., 2007).

Os microrganismos mais amplamente utilizados pela industria de alimentos
pertencem ao grupo das bactérias lacticas, dos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium, que usualmente sé&o adicionados em leites fermentados na forma
liofilizada, sendo que as do género Lactobacillus sdo mais frequentemente
consideradas como seguras “Generally Recognized as Safe” (GRAS) (COLLINS
et al. 1998; ZIEMER & GIBSON, 1998; LEE et al., 1999 apud CARVALHO, 2006).

As espécies de bactérias probidticas mais empregadas na producdo dos
produtos lacteos sdo de origem intestinal humana, pois em geral sdo mais
toleradas e mais adaptadas as necessidades fisioldgicas do hospedeiro e podem
mais facilmente colonizar o intestino do que culturas originarias do célon de outros
animais. As culturas natas incluem B. adolescentis, B. bifidum, B. breve, B.
infantis, B. longum, L. acidophilus, L. casei subsp. rhamnosus e Enterococcus
faecium (Kurmann 1998; Hoier 1992a). Resultados de estudos com o uso de
culturas de B. longum como adjunto dietético de produtos de leite com B.
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1.2.3. —Alimentos probidticos

Alimento probidtico é definido como um alimento similar em aparéncia com
o alimento convencional e que deve ser consumido como parte normal da dieta,
mas que sofreu modificacbes para trazer beneficios a saude humana
(ROBERFROID, 1999).

Alimentos usados para disseminacdo de probidticos sdo usualmente
alimentos fermentados, estando esses microrganismos também presentes em
alimentos infantis, bebidas a base de frutas, leites fermentados e queijos que
compreendem os veiculos mais comuns (SVENSSON, 1999).

Quando se retere em alimentos probiéticos como um novo segmento na
industria de alimentos, os mercados europeus sado particularmente importantes
para essa categoria, 0 que mostra que os outros mercados ainda precisam se
expandir. Alimentos probioticos estdo, entretanto, crescendo positivamente em
todos os mercados mensurados, chegando a um crescimento anual de 13 %, de
2009 para 2010 (NIELSEN, 2010).

Ao contrario de outras categorias de bebidas fermentadas, as bebidas
Probidticas tém um ciclo menos sazonal de consumo. Entretanto, esta é a
categoria que registrou um sélido crescimento mais recente ao redor do mundo,
na medida em que novos produtos foram lancados (NIELSEN, 2011).

Estes probibticos, anunciando um beneficio de saude intestinal, se
popularizaram nos ultimos anos. Os mercados europeus sao particularmente

fortes para esta categoria, apesar do maior crescimento percentual vir da

Argentina (Figura 05). A Gré-Bretanha registrou um declinio real nos ultimos 2

anos, porém, ainda é um dos maiores mercados para bebidas probidticas em
termos de vendas em valor (NIELSEN, 2011). O Brasil, guando comparado a
paises europeus, como a Holanda, se encontra em patamar bem mais elevado de

consumo de probidticos.
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Figura 2: Crescimento nos 10 maiores mercados - (Retirado de Nielsen, 2011).

Em ambito nacional, estima-se que o consumo de leites fermentados
contendo probidticos seja de aproximadamente 120 mil toneladas ao ano
(NIELSEN, 2011). Entretanto, os lideres no mercado apontam que esse tipo de
produto sé esta presente em 7% dos lares brasileiros e que o consumo anual € de
6 quilos por habitante ao ano - um volume muito pequeno se comparado ao da
Franca (30 quilos) ou ao da Argentina (16 quilos) (NIELSEN, 2011).

Essa baixa porcentagem de consumo no Brasil pode estar diretamente
ligada a fatores culturais (bebidas probidticas ainda ndo fazem parte dos habitos
alimentares dos brasileiros) e a fatores financeiros, ja que, em sua grande
maioria, alimentos probidticos sédo relativamente caros quando comparados aos
alimentos tradicionais.

No entanto, esse mercado ainda esta crescendo e novas tecnologias
poderdo vir a ser criadas, com o objetivo de reduzir custos e tornar os alimentos
probidticos mais acessiveis a populagdo, que podera inserir na sua dieta

alimentos considerado mais saudavel.
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O sorvete de iogurte foi introduzido no mercado como uma nova opgao de
produtos lacteos em meados dos anos 70 e se tornou muito popular em diversos
paises do mundo devido a sua semelhanca simultdnea ao iogurte e ao sorvete
convencional, passando a imagem de uma sobremesa gelada saudavel, com
excelente valor nutricional (KNUPP, 1979 apud MIGUEL, 2003).

Segundo Ayub (2010), sorvete de iogurte ou Frozen yogurt, como é mais
conhecido na Europa e EUA, é uma sobremesa congelada, tipo sorvete, mas que
utiliza leites fermentados como principal matéria-prima. Devido esta caracteristica,
e pelo fato de ser relativamente novo no mercado brasileiro, ndo possui definicao
legal por parte da Comissdo Nacional de Normas e Padrbes para Alimentos
(CNNPA) nem de outros 6rgdos nacionais como a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria (ANVISA) ou o Ministério da Agricultura, Pecuédria e Abastecimento
(MAPA).

O sorvete de iogurte € definido como um produto obtido de iogurte batido e
acucar, congelado com mistura de ar, com ou sem adi¢cao de outros ingredientes.
Esse produto € diferente dos outros sorvetes, visto haver uma fermentacéo prévia
do leite, de tal maneira que, pela acdo de alguns microrganismos, parte do acgucar
do leite (lactose), transforma-se em &cido latico (MADRID, 1995). Uma vez
produzida essa fermentacdo, procede-se a adicdo de agucar e 0 seu batimento e
congelamento.

Révillion (2010) afirma que sorvete de iogurte pode ser obtido de duas
maneiras:

1) O iogurte € misturado com componentes comuns a um sorvete;

2) Leite e componentes sdo misturados e fermentados previamente ao

processamento.

A primeira maneira € mais indicada, pois garante um iogurte de melhor
gualidade, onde problemas de fermentacéo sao evitados.

Existem varias formulacbes de sorvete de iogurte, com variacdes nos
teores de gordura e agucar, além da versdo dietética, onde o agucar comum é
substituido por edulcorantes.

No entanto, apesar de serem apresentados como produtos saudaveis,
devido ao baixo teor de acgucar e gordura, sorvete de iogurte ndo podem ser
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das na producdo de iogurte (Streptococcus

thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) sao suscetiveis ao
suco gastrico e, portanto, ndo atendem aos critérios necessarios para serem
classificadas como probi6ticas (SAARELA et al., 2000). Porém, adicionando-se
uma cultura probidtica, mesmo na presenca dessas culturas iniciadoras, o sorvete

de iogurte podera entdo, ser definido como sorvete probidtico.
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CAPITULO Il

Utilizagdo de microrganismos em sorvetes —um levantamento em banco de
patentes.

Resumo:

O mercado mundial vem se preocupando cada vez mais em atender o publico
exigente que busca alimentos com algum apelo saudavel. Para suprir essa
demanda, novas tecnologias e novos produtos sdo desenvolvidos e protegidos
através do depdsito de patentes. Esta prospeccao tecnoldgica visou entender
como as grandes empresas estao investindo nessa nova fatia do mercado e qual
sera a tendéncia de crescimento deste segmento. Através de um levantamento de
patentes existentes no banco de dados Espacenet, observou-se que existem
apenas 185 patentes sobre sorvete com uso de microrganismos. Os
microrganismos comecaram a ser aplicados em sorvete desde a década de 90,
tendo seu salto em aplicacdo em 2006. A maioria das patentes pertence aos
Estados Unidos, sendo a Nestlé a empresa que mais investe em depdsitos para
protecdo de novas tecnologias nesse setor. A Dinamarca também tem investido e
€ 0 segundo pais nessa corrida dos depdsitos. No entanto, esses niumeros ainda
nao sao tao expressivos no cenario mundial e explorar esse campo da industria
de alimentos tem sido uma tarefa lenta. Apesar disso, 0 mercado continua em
expansao para esses produtos e acredita-se que nos préximos anos esses
nameros tenham um crescimento significativo no que se refere a depédsito de
patentes.

Palavras-chaves: prospeccao; patente; sorvete, microrganismo.
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CHAPTER I

Utilization of microorganisms in ice cream - a survey database of patents.

Abstract:

The worldwide Market has been concerned to attend increasingly demanding
public that seeks foods with some healthy appeal. To meet this demand, new
technologies and new products are developed and protected by patent
applications. This technology prospection aimed to understand how big companies
are investing in this new market share and what is the tendency for growth in this
segment. Through a survey of existing patents in the database Espacenet, it was
observed that there are only 185 patents on the use of ice cream with micro-
organisms. The microorganisms began to be applied in ice cream since the 90's,
and his leap in application in 2006. Most patents related belong to the United
States, and Nestlé the company that invests more in deposits for the protection of
new technologies in this sector. Denmark also has invested and is second in the
race for deposits. However, these numbers aren’t as significant on the world stage
and explore the field of food industry has been a slow task. Nevertheless, the
market continues to expand on these products and it is believed that in the next
years these numbers have a significant growth in respect to patent applications.

Key — words: Prospecting; patent, ice cream, micro-organism.
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A exigéncia por alimentos com composi¢édo nutricional balanceada e que
possam oferecer beneficios adicionais a salude é manifestada intensamente pelos
consumidores atuais. Alimentos funcionais sdo todos aqueles que, de alguma
maneira, trazem beneficio a salde humana. Entre os elementos que conferem
funcionalidade estdo o0s macronutrientes (prebidticos) e o0s microrganismos
(probidticos) (CRUZ et al., 2009).

Nos ultimos anos, tem havido um crescente interesse em microrganismos
probiéticos como adjuntos dietéticos na industria de alimentos. Produtos foram
desenvolvidos e estdo no mercado mundial (CHAMPAGNE et al., 2005; AKIN et
al., 2007). Entre os produtos lacteos com culturas vivas, sobremesas geladas ou
congeladas também estdo ganhando popularidade (KAILASAPATHY &
SULTANA, 2003).

Em todo o mundo o consumo de alimentos probidticos tem aumentado
muito. Na Europa, este setor envolve um total de 1,4 bilhdes de euros, liderado
por iogurtes e sobremesas, respondendo por aproximadamente 72% do total
(SAXELIN, 2008). Em 2008, 2,4% de crescimento foi registrado no Brasil,
envolvendo 2.650 milhdes de reais (ROCHA & MADUREIRA, 2009).

Os microrganismos ja vém sendo empregados em alimentos ha algum
tempo e os processos utilizados para a adicdo destes chegam protegidos com
patentes, que segundo o Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI)
(2012) € um acordo entre um inventor e um pais. O acordo confere ao titular da
patente o direito de impedir terceiros, sem o seu consentimento, de produzir, usar,
colocar a venda, vender ou importar com estes propositos:

| - produto objeto de patente;

Il - processo ou produto obtido diretamente por processo patenteado.

Contudo, a concessao da patente se da por um tempo limitado (a partir da
vigéncia do acordo, normalmente 20 anos a contar da data de deposito). Ao fim
desse periodo o objeto do direito de exclusividade (ou seja, a tecnologia descrita
e reivindicada na patente) cai em dominio publico e pode ser usada por todos

sem quaisquer restricdes (INPI, 2012)
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microrganismo pertencente a biodiversidade e portanto, de uso aberto a todo e
qualquer individuo (INPI, 2012).

Microrganismos podem ser adicionados nos alimentos com o objetivo de
introduzir caracteristicas sensoriais desejaveis ao produto final e/ou para atribuir
funcionalidade ao alimento. Aos microrganismos que apresentam caracteristica
funcional, denomina-se probioticos (PENNA et al., 2000).

Como uma definicAo geral, probidticos sdo microrganismos nao
patogénicos que, quando ingeridas em numero suficientemente viavel, exercem
uma influéncia positiva no hospedeiro como melhorar a microflora intestinal pela
inibicdo, crescimento e / ou atividade de bactérias nocivas (FAO / WHO, 2002).
Varios beneficios a saude tém sido atribuidos a probidticos tais como efeito
antimutagénico e anticarcinogénico, a estimulagdo do sistema imunoldgico,
propriedades anti — infectantes, a reducdo dos niveis de colesterol, reducédo da
intolerancia a lactose / lactose mal digerida. As espécies de Lactobacillus e
Bifidobacterium sdo, de longe, os mais importantes probidticos utilizados em
produtos que estdo disponiveis para o consumo dos seres humanos e animais
(HOIER 1992; SANDERS 1999; SHAH 2001; HOLZASPFEL e SCHILLINGER
2001, apud MORTAZAVIAN, A. M. et al., 2007).

Para que um microrganismo possa ser usado como probiotico, ele deve ser
capaz de expressar suas atividades benéficas no corpo do hospedeiro, resistindo
ao trato digestivo (aos acidos cloridrico e biliar) e colonizando o intestino. A
primeira consideragdo € que esta bactéria seja habitante normal da microbiota
intestinal, porém algumas cepas que ndo fazem parte da composi¢do normal do
trato intestinal podem vir a ser catalogadas como probidticos, uma vez que estas
bactérias ndo colonizam o trato gastrointestinal, mas apenas produzem efeito
benéfico sobre o balanco da microbiota. (OLIVEIRA & BATISTA, 2002; ZHAO et
al., 2008).

Os probidticos sdo comercializados na forma de preparagdes contendo um
anico ou uma combinacdo de microrganismos, que devem se apresentar viaveis
na preparacdo e manter essa viabilidade no ecossistema digestivo, condi¢cdo
indispensavel para a sua atuacdo (PENNA et al., 2000). Apesar de, atualmente,

produtos fermentados, em sua grande maioria, funcionarem como meios mais
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ar como alimento probidtico (AKIN, AKIN, &
KIRMACI, 2007; HEKMAT & MCMAHON, 1992; KAILASAPATHY & SULTANA,
2003; RAVULA & SHAH, 1998). Carvalho (2006) afirma que o leite e derivados

lacteos sd@o ingredientes obrigatdérios nos sorvetes, portanto, permitem a

veiculagdo de microrganismos potencialmente benéficos a saude do consumidor,
como sao 0s microrganismos probioticos, desde que esta presenca nao
descaracterize sensorialmente o produto.

Sorvete é uma suspensao coloidal complexa contendo glébulos de gordura,
ar e cristais de gelo dispersos em uma solucdo de proteinas, sais, polissacarideos
e acgucares (GOFF et al., 1999). A producao de sorvetes esta em um importante e
rapido desenvolvimento tecnoldgico e se tornou uma industria lucrativa por causa
dos avancos recentes. Ingredientes diversos e métodos de congelamento tém
resultado na existéncia de 240 diferentes tipos de sorvete, que se tornou um
alimento de alta qualidade que podem ser consumidos em qualquer época
(GUVEN & KARACA, 2002).

Logo, decorrente dessas caracteristicas de composicdo, 0 sorvete
comecou a ser visto como uma matriz propicia para a adicdo de microrganismos
probidticos, o que acabou resultando no depdsito de patentes sobre essa
temética. Sendo assim, essa prospeccao tecnoldgica tem o intuito de averiguar
como esses microrganismos vém sendo utilizados em sorvetes e quais paises

estdo investindo mais nesse segmento promissor.

2. Material e métodos

Para a pesquisa nos bancos de dados de patentes sobre a tematica de
sorvete tipo probiodtico, foram utilizados termos em relacdo a matriz (sorvete, “Ice
cream”, “lcecream”) onde 0os microrganismos foram empregados, e em relacdo as
propriedades dos microrganismos (probidtico, “probiotic”, funcional, “fuctional”). O
método de busca, com as palavras em inglés e portugués (Espacenet), foi com os
termos sorvete, “Ice cream” e “microrganismo”. O foco da pesquisa foi a utilizagao
de microrganismos em sorvete, sendo avaliado também a aplicagdo de
microrganismos para a obtencdo de outros produtos alimenticios. Foi utilizada

também a pesquisa por classificagdo internacional na base de dados Espacenet
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e/ou enzimas) e A23L1/015E4 (processos em alimentos com compostos
organicos e uso de microrganismos). A pesquisa foi realizada abrangendo todas
as patentes registradas sobre esse assunto nos ultimos 11 anos (1990 — 2011)

neste banco de dados

3. Resultados e discussao

3.1. Tabulacdo dos dados encontrados

A partir dos termos utilizados para a obtengéo dos resultados da pesquisa,
foi encontrado um total de 185 patentes distintas no Espacenet (Tabela 01). Com
o tratamento dos dados obtidos a partir desta tabela, foi possivel se construir os

gréficos discutidos a seguir.

Tabela 1: Total de depoésitos de patentes relacionados a sorvete probidtico no Espacenet.

Palavras — A23G9/36M A23L1/015E4 EP
Chave
Sorvete* X 0
Sorvete* X 0
Sorvete* X X 0
Ice cream* X 40
Ice cream* X 145
Ice cream* X X 0

Fonte: Pesquisa em Espacenet, 2011.

3.2. Evolucao anual de depdsito de patentes.

O gréfico abaixo (Figura 01) foi gerado com base nos dados encontrados
na tabela 01. A partir da figura 01 pode-se observar que de 1990 até 2005, ndo
houve um aumento significativo de patentes que envolvem o0 uso de
microrganismos em alimentos, sendo a partir do ano de 2006 que o namero de
patentes aumentou. Uma explicacdo que pode ser dada para esse aumento € a
valorizacdo dada pelo mercado mundial a esse tipo de produto nos ultimos anos.
Segundo a NIELSEN (2008), o mercado para o segmento de alimentos
probiéticos vem crescendo positivamente no cenario mundial, sendo que no ano

de 2006, este mercado houve um aumento de 10%. Logo, a procura dos
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Figura 01: Evolucao anual de depésito de patentes (1990 — 2010) — relacédo entre a
guantidade de patentes depositadas (ordenadas) a cada cinco anos (abcissa).

3.3. Patentes depositadas por pais.

Os Estados Unidos é o pais que mais investe nessa nova aplica¢do, sendo
a Dinamarca o segundo na corrida das patentes que envolvem microrganismos
em alimentos (Figura 02). O Brasil ndo tem depositado patentes nesse segmento.
Isso porque ainda ndo € permitido se patentear microrganismos, como ja é pratica
nos Estados Unidos, devido ao fato de ser considerado um pais de grande
biodiversidade. Isso explica o porqué do numero tdo pequeno de patentes
nacionais quando o assunto é ligado a biodiversidade natural (fauna, flora).

Além disso, segundo a Organizacdo Mundial de Propriedade Intelectual
(OMPI), que reune os pedidos de patentes feitos por empresas de todas as partes
do mundo, o indice de inovagédo brasileiro mal conseguiu acompanhar o avango
da economia na ultima década (OMPI, 2011). Enquanto o Produto Interno Bruto
(PIB) do Brasil cresceu 158% desde 2000, para mais de R$ 3 trilhdes, e fez o pais
representar 2,7% da economia mundial, em patentes ndo passa de 0,32% dos
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iinda ndo tem incentivo quando o assunto é

converter producdo académica em propriedade intelectual. Logo, ndo ha

investimentos quando o assunto € desenvolver uma nova tecnologia para a

industria.
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Figura 02: Patentes depositadas por pais (1990 — 2010) — relacdo entre a
guantidade de patentes depositadas (abcissa) por pais depositante (ordenada).

3.4. Patentes por Codigo de Classificacao Internacional
Quando as patentes foram avaliadas a partir do codigo de classificacao

internacional, obteve-se o seguinte panorama:

a) Preparacbes de cacau, produtos que contenham cacau, chocolate,
substitutos de cacau ou Produtos de cacau, confeitaria, goma de mascar,
sorvetes (A23G).

Fazendo-se uma avaliagdo a partir da Classificacdo Internacional sobre
patentes envolvendo sorvetes e microrganismos, das 185 patentes encontradas
nas buscas iniciais no Espacenet (Tabela 01), 92 delas dizem respeito a

preparacdes de cacau, produtos que contenham cacau, chocolate, substitutos de
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direta do sorvete (Figura 03). Por ser uma aplicagéo ainda recente nesse tipo de
produto, os numeros ainda ndo podem ser considerados significativos quando

comparados ao total, mas ja sdo tracos de que é um campo que vem sendo

explorado e que pode ter um crescimento mais consistente nos proéximos anos.

100
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A23G9 A23G9/36M A23G9/32

Figura 03: Relacdo do numero de patentes (ordenada) por Cadigo de Classificacédo
Internacional (A23G9; A23G9/36M; A23G9/32) (abcissa) entre os periodos de 1990-2010.

b) Preparacdo e tratamento de alimentos — Qualidades nutricionais,
tratamento fisico, conservacéo (A23L).
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Figura 04: Relagcdo do numero de patentes (ordenada) por Codigo de Classificacao
Internacional (abcissa) entre os anos de 1990 — 2010.

Quando se fala em uso de microrganismos em alimentos, muitas vezes
estes ndo sdo empregados apenas com finalidade probiética, mas também como
aditivo para melhorar uma preparacdo ou um processo de um alimento. O gréfico
acima (Figura 04) evidencia que nos ultimos anos, 0s microrganismos vém sendo
mais utilizados para preparagao e tratamento de alimentos, sendo que apenas 67
patentes dizem respeito ao uso desses microrganismos para melhorar as
gualidades nutricionais dos alimentos, ou seja, aplicagdo como alimento funcional
(A23L1/015E4).

3.5. Maiores depositantes de patentes.

Patentes sdo documentos que podem ser depositados tanto por pessoas
fisicas como por pessoas juridicas. No entanto, os maiores detentores dos
depdsitos de patente, hoje, no mundo, sdo pessoas juridicas, ou seja, grandes
empresas multinacionais que usam seu setor de Planejamento e
Desenvolvimento (P&D) para fazerem novas descobertas de processos e
produtos (OMPI, 2010). Pode-se observar (Figura 05) que o maior depositante de
patentes no uso de microrganismos atualmente é a Nestlé, ja que, a partir dos
outros graficos (Figuras 01, 02, 03 e 04), constatou-se que tem sido intenso a
aplicacado de microrganismos em alimentos. Os demais depositantes tiveram uma

contribuicdo relevante nos niumeros, sendo que na maioria delas, a aplicacdo de


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary
use period has ended. 60
Thank you for using
t CO m p I ete PDF Complete.

Click Here to upgrade 5 fins, como por exemplo, farmacéuticos e

Unlimited Pages and

ERNEST DENNISION FEAR
KIRK CHEM AS
US AGRICULTURE

BRYAN BRUCE

UNILEVER

NESTLE SA

FRITO LAY NORTH AMERICA INC [

o
-
(]
w
s
wn
o
~

Figura 05: Namero de documentos protegidos (abcissa) pelos maiores depositantes de
patentes do mundo (ordenada) entre 1990 - 2010.

4. Conclusao

Apesar do Brasil ndo ser um dos maiores depositantes de patentes do
mundo, o estudo sobre como esta o curso desse segmento do mercado se faz
importante. Através da prospeccao aqui realizada, é possivel se perceber que os
microrganismos vém sendo, cada vez mais, utilizados para conferir caracteristicas
especificas aos alimentos, quer apenas sendo utilizado como um coadjuvante no
processo, ou como um elemento desejado no produto final. Os microrganismos
comecaram a ser aplicados em sorvete desde a década de 90, tendo seu salto
em aplicacdo em 2006. O pais que mais vem investindo nesse tipo de tecnologia
€ os Estados Unidos e sdo eles que detém o maior numero de pedidos de
patentes cadastradas no Espacenet. No entanto, esses niumeros ainda ndo sao
tdo expressivos e explorar esse campo da industria de alimentos tem sido uma
tarefa lenta. Apesar disso, o0 mercado continua em expansao para esses produtos
e acredita-se que nos préximos anos esses numeros tenham um crescimento

significativo no que se refere a depdsito de patentes.
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CAPITULO Il

Desenvolvimento do sorvete de leite fermentado probidtico e avaliagdo das
suas propriedades.

Resumo:

O presente estudo objetivou desenvolver um sorvete de leite fermentado que
apresentasse em sua composi¢do microrganismos probioticos, avaliando-se suas
propriedades fisico-quimicas, microbiolégicas e a viabilidade desses
microrganismos durante o periodo de estocagem. Foram utilizados diferentes
estabilizantes na elaboragcdo do sorvete, sendo selecionadas aqueles que
apresentaram melhores resultados de overrun (gelatina e goma guar). Os
produtos formulados com estes estabilizantes, isolados ou combinados, foram
avaliados quanto a sua composi¢do, propriedades fisico-quimicas (pH, acidez
titulavel, acucares, lipidios, proteinas, umidade e cinzas), além da qualidade
microbioldgica (Salmonella spp, bolores e leveduras, coliformes termotolerantes e
estafilococos coagulase positivo) e viabilidade dos microrganismos probidticos.
Os resultados demonstraram que a adicdo de estabilizantes distintos, na
formulacdo do sorvete, nédo interferiu (P<0,05) na composi¢cdo dos produtos finais.
Quanto a qualidade microbiol6gica, apesar do sorvete apresentar niveis de fungos
filamentosos e coliformes termotolerantes, estes foram menores que os padrdes
estabelecidos pela legislagdo para qualidade microbiolégica de gelados
comestiveis, mostrando que os sorvetes foram desenvolvidos seguindo o0s
padrbes de seguranca e higiene. Com relacdo a viabilidade das -culturas
probidticas, apdés 120 dias de estocagem, a -18°C, o numero de células viaveis
permaneceu acima de 10’ UFC/g, demonstrando ser um produto estavel por
manter os niveis das bactérias probiéticas em nimero mais elevado do que o
minimo exigido pela legislagdo, para que um produto seja caracterizado como
probiético (10° UFC/g). Verificou-se que a estimativa da vida de prateleira do
sorvete probiodtico desenvolvido, quando armazenado em condi¢fes adequadas
de temperatura, pode atingir até um ano (P<0,05), demonstrando ser o0 sorvete
um bom veiculo de microrganismos probiéticos.

Palavras — chave: Sorvete, microrganismos, vida de prateleira.
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CHAPTER Il

Development of probiotic ice cream of fermented milk and evaluation of its
properties.

Abstract:

This study aimed to develop an ice cream to present fermented milk probiotic
microorganisms in their composition, to evaluate their physic-chemical,
microbiological and viability of these microorganisms during the storage period.
Different stabilizers were used in the preparation of ice cream, and selected those
that showed better results overrun (gelatin and guar gum). Products formulated
with these stabilizers, alone or in combination, were evaluated for their
composition (pH, titratable acidity, sugars, lipids, proteins, moisture and ash), and
the microbiological quality (Salmonella spp, yeasts and molds, coliforms term
tolerant and coagulase positive) and viability of probiotic microorganisms. The
results showed that the addition of different stabilizers in ice cream formulation,
had no effect (P <0.05) in the composition of final products. The microbiological
quality, despite the present levels of ice cream filamentous fungi and coliforms
tolerant term, they were lower than the standards established by the legislation for
the microbiological quality of ices, showing that the ice creams were developed
following the standards of safety and hygiene. With respect to viability of the
probiotic cultures in ice cream, after 120 days of storage at -18 °C, the number of
viable cells remained above 107 CFU / g, demonstrating that a stable product by
maintaining levels of probiotic bacteria in larger numbers than the minimum
required by law to that a product be characterized as probiotics (106 CFU / g). It
was found that the estimation of shelf life of probiotic ice cream developed when
stored under appropriate conditions of temperature can reach up to one year (P
<0.05), proving to be a good product disseminator of probiotic microorganisms.

Keywords: Ice cream, microorganisms, shelf life.
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Nesta ultima década, verifica-se um interesse crescente na adicdo de
microrganismos probidticos em alimentos com o objetivo de agregar valor
terapéutico e nutricional. Muitos produtos probiéticos no mercado mundial séo a
base de leite: iogurtes, leites fermentados, queijos que sao comercializados
enriguecidos com microrganismos que tem fungdo probidtica. O progresso da
ciéncia nesse segmento tem sido enorme e o mercado vem trazendo para o
consumidor, produtos que oferecem uma série de caracteristicas dietéticas e
terapéuticas baseadas no aporte de microrganismos que Sao comuns ao
organismo (KNEIFEL & SALMINEN, 2011).

O termo alimento probiotico foi definido como um suplemento alimentar a
base de microrganismos vivos que afetam beneficamente o animal ou o homem
que o consome, por melhorar seu equilibrio microbiano intestinal (FAO/WHO,
2002). Gradualmente, a industria de alimentos tem demonstrado interesse em
probidticos. Probidticos sdo microrganismos nao patogénicos que, quando
ingeridos em numero suficientemente vidvel, exercem uma influéncia positiva no
hospedeiro como melhorar a microflora intestinal pela inibigéo, crescimento e / ou
atividade de bactérias nocivas (FAO/WHO, 2002). Além disso, 0s probioticos
estdo envolvidos em tratamentos de gastroenterite, redugdo dos niveis de
colesterol, melhoram a resposta imune e produzem vitaminas (KNEIFEL &
SALMINEN, 2011). Numerosos estudos tem confirmado a eficacia dos probiéticos
para o tratamento de determinadas patologias, tais como diarreia, alergias,
irritabilidade e doencas inflamatorias intestinais (MCFARLAND, 2007; RASTALL
et al, 2005).

Microrganismos nao viaveis podem ter propriedades probidticas por meio
dos metabolitos que produzem no substrato com as enzimas, peptideos bioativos,
dentre outros, mas, na maioria dos casos, culturas viaveis tém efeitos maiores
(OUWEHAND & SALMINEN, 1998). Para assegurar as propriedades profilaticas e
terapéuticas dos produtos probidticos, € importante a garantia de uma alta taxa de
sobrevivéncia das bactérias durante a vida de prateleira do produto (SAXELIN et
al., 1999), uma vez que a ingestdo de 10°-10° células viaveis por dia é necessario
para os seres humanos, a fim de se promover efeitos benéficos das bactérias
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fextura atraente sdo essenciais para todos o0s

produtos lacteos, independentemente dos "aspectos salutares” associados a eles
(SAXELIN et al., 1999).

A conscientizagdo dos consumidores por alimentos mais saudaveis e
funcionais tém promovido o desenvolvimento e a fabricagdo de sorvetes contendo
ingredientes com comprovadas propriedades nutricionais e fisiologicas, tais como
probidticos (AKIN, AKIN & KIRMACI, 2007; ALAMPRESE et.al., 2002), bactérias
do &cido lactico (HONG & MARSHALL, 2001), fibras dietéticas (SOUKOULIS,
LEBESI, & TZIA, 2009), adocantes (SOUKOULIS & TZIA, 2010), antioxidantes
naturais (HWANG SHYU, & HSU, 2009) e adocantes de baixo indice glicémico
(WHELAN VEGA, KERRY, & GOFF, 2008).

Diversos estudos tém mostrado que alguns produtos lacteos comerciais
como os iogurtes e bebidas lacteas, ndo garantem adequadamente populacdes
viaveis de bactérias probibticas durante a sua vida de prateleira (DAVE & SHAH,
1997; MICANEL, HAYNES & PLAYNE, 1997; RYBKA & FLEET, 1997,
SCHILLINGER, 1999; SHAH, ALI & RAVULA, 2000; SHIN et al, 2000; HEENAN et
al, 2004.). Por outro lado, estudos tém demonstrado que microrganismos
probidticos em sorvete apresentam melhor viabilidade durante a vida de prateleira
(MODLER et al, 1992; LAROIA & MARTIN, 1992; HEKMAT & MCMAHON, 1992;
MASHAYEKH & BROWN, 1992; HEENAN et al, 2004), uma vez que a
composicdo do produto incluindo proteinas do leite, gordura e agucares, além de
contribuir outros compostos, que atuam como agentes crioprotetores para 0s
microrganismos, bem como contribuem para o desenvolvimento das culturas
(CRUZ et al, 2009).

Sorvete probidtico € uma sobremesa congelada parcialmente acidificada,
estruturalmente semelhante ao sorvete convencional. A acidificagdo da mistura de
sorvete pode ser realizada a partir da inoculacdo direta de culturas puras ou
mistas de microrganismos probiéticos (Bifidobactérias, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus johnsonii, Lactococcus lactis, Lactococcus cremoris) ou por mistura
de sorvete com leite ou iogurte probidtico acidificados (ALAMPRESE et al., 2002;
CHRISTIANSEN et al., 1996). A viabilidade de bactérias probidticas em produtos
lacteos congelados aerados € limitada devido a parametros ambientais

intrinsecos e alto valor redox, a toxicidade do oxigénio, a ruptura das membranas
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No entanto, esses efeitos podem ser amenizados com o uso de compostos
gue funcionam como barreiras protetoras para 0s microrganismos, entre os quais
se pode citar a gordura e os estabilizantes como gomas e gelatina.

As gomas, também chamadas de hidrocolbides, sdo aditivos alimentares
que tém funcdo de espessar, estabilizar, encorpar, conferir viscosidade,
elasticidade e dar a textura desejada ao alimento produzido (CANDIDO &
CAMPOS, 1996; THEBAUDIN et al, 1997). Podem, ainda, ser utilizadas como
substituintes de gorduras, posto que a gordura é fundamental para os efeitos
sensoriais e fisiolégicos dos alimentos, contribuindo para melhorar as
caracteristicas sensoriais como o sabor, percepcdo no aparelho bucal, aparéncia,
aroma, dentre outras. (LETHUAUT et al, 2003, PENNA, 2000). Adicionalmente,
contribuem como substituintes de acucar e como fontes de fibras em dietas,
sendo frequentemente empregadas em produtos alimenticios light (ALEXANDER,
1997). Alguns exemplos de estabilizantes que séo frequentemente empregadas
na producdo de produtos lacteos sdo: gelatina, carragena, xantana, guar, jatai e
derivados de celulose (THEBAUDIN et al, 1997).

Este trabalho teve por objetivo desenvolver um sorvete probidtico, testando
o uso de diferentes estabilizantes, bem como avaliar as caracteristicas fisico-
quimicas, qualidade microbioldgica e viabilidade de probioticos das formulacdes
gue apresentaram estabilidade ao final do processamento e durante o periodo de

armazenamento.
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2.1.Caracterizagao das culturas probidticas

Foram utilizadas culturas comerciais do produto Jarro-Dophilus™
(Jarrow-Formulas®, Califérnia, EUA) constituido de culturas mistas de
Lactobacillus e Bifidobacterium, no qual foram re-isolados as seguintes
espécies: Lactobacillus acidophilus LA-14, Lactobacillus rhamnosus R0011 e
Lactobacillus casei casei RO 215, em Agar MRS adicionado de azul de anilina.

Apds o isolamento, as culturas puras foram identificadas quanto a
morfologia e ao perfil de fermentagéo de carboidratos, em Kit de identificacido
de lactobacilos APl 50 CH®, seguindo metodologia recomendada pelo
fabricante e descrita por TESHIMA (2001). As culturas puras e identificadas
foram concentradas e mantidas congeladas a -18°C em leite desnatado
constituido (LDR a 12%) adicionado de glicerol para protecdo das mesmas.
Essas culturas foram ativadas trés vezes em LDR 10% antes dos experimentos

para producédo do sorvete.

2.2.0btencao do leite fermentado

Para a obtencéo do leite fermentado, todas as culturas isoladas foram
testadas quanto a sua capacidade de fermentagdo do leite. Foram adicionados,
em 100 mL de LDR 10% esterilizado 5% de in6culo e, em seguida, incubado
em estufa BOD a 37°C, monitorando-se a cada 5 horas, a formacéo do
coagulo. O mesmo procedimento foi realizado na segunda e na terceira
ativacao, para reducao da fase Lag de crescimento e consequente redugéo do
tempo de fermentacdo e coagulacéo do leite. Verificou-se que, para formacéo
do coagulo foi necessério 24 horas para a primeira ativacédo e 17 horas, para as
demais ativacdes. Esse comportamento foi expresso por todas as culturas
testadas, considerando um inéculo de 5%(v/v).

Considerando-se 17h de fermentagdo, foram avaliados os efeitos da
fermentacdo no leite (pH, acidez titulavel, contagem inicial e final de
microrganismos e aspectos visuais) pelas culturas de Lactobacillus acidophilus
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s RO011 e Lactobacillus casei casei RO 215. A

)s foi realizada nas amostras diluidas, por

plagueamento em profundidade no Agar MRS (Difco), em duplicata, e

incubadas a 37°C/48h.

A partir destes testes, foram selecionadas as culturas que seriam

avaliadas no processamento do sorvete.

2.3. Processamento do Sorvete com leite fermentado.

Apés selecdo das cepas a serem utilizadas na producédo do sorvete, um

volume de trés litros de leite foi submetido a fermentacdo com a cultura de

Lactobacillus acidophilus LA-14 e em seguida processado em sorveteira de

escala laboratorial, seguindo as etapas especificadas na figura 01.

Preparo do Mix (Ingredientes

secos + agua).

Pasteurizacdo (85°/60s)

Resfriamento (40°C)

Homogeneizacdo
(MIX+Fermentado)

Maturagdo (4°C/24h)

Processamento/Congelamento

Estocagem (-18°C)

Figura 01: Fluxograma do processo de produc¢éo do sorvete probio6tico.
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sistemas tipo batelada com aproveitamento de

50% da capacidade maxima de volume (6L) da sorveteira. A condicdo de
aguecimento, agitacdo, mistura, resfriamento, aeracdo e congelamento foram
sistematicamente mantidas no decorrer de todos 0s processamentos.

Além disso, durante todas as etapas houve acompanhamento sistematico
da temperatura, fixando desvios maximos tolerados de 2°C para temperatura do
produto (termdmetro colocado no ponto central do recipiente contentor do
produto). Considerando que diferentes tempos de batimentos provocam variagdes
na distribuicdo dos cristais de gelo do produto, os tempos e condi¢cdes de
batimentos foram rigorosamente respeitados. As condi¢cdes para trocas térmicas
foram estabelecidas e mantidas para cada um dos processamentos.

2.3.1. Formulagao das misturas e selegéo dos estabilizantes

As formulagbes das misturas foram definidas utilizando-se o diagrama de
Pearson para obtencdo de um produto com o padrdao de gordura desejado
tomando por base a analise da composicdo de sorvete regulamentada pela
resolucdo — RDC n°266, de 22 de setembro de 2005 do Ministério da Saude —
Secretaria de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2005).

Para a obtencdo dos valores, fez-se um retangulo com duas diagonais
(Figura 02). As extremidades foram denominadas pelas letras A, C, D, E, onde A
corresponde a porcentagem de gordura utilizada e D ao teor de gordura (%) do
leite a ser utilizado na padronizacdo do produto, B, o ponto central, a relacao da
porcentagem de gordura desejada no produto final. Esse calculo também foi
utilizado para determinagdo ideal de solidos ndo gordurosos do leite (SNGL)
(MORETTI, 1977).
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Figura 02: Diagrama de Pearson

A formulagéo ideal obtida utilizando esse método para a elaboracdo de

todos os sorvetes esta descrita na Tabela 01.

Tabela 01: Formulag&o do sorvete obtida pelo diagrama de Pearson

INGREDIENTES COMPONENTES (%)
Agucar 15
Gordura 3
SNGL 11
Solidos Totais 30
Emulsificantes 0,5
Estabilizantes 0,5

A dosagem dos ingredientes se manteve a mesma para todos o0s
sorvetes processados, havendo apenas variacdo no tipo do estabilizante e de
suas propor¢des quando utilizados em combinagdo gelatina, goma guar,
carboximetilcelulose (CMC), goma arébica e goma xantana foram testadas nas
formulacdes de sorvete.

A escolha do estabilizante a ser utilizado no produto final se deu pelo
comportamento desta na mistura e sua capacidade de contribuir na
incorporacdo de ar. Além disso, optou-se pela ndo adicdo de gordura animal
(creme de leite) ou vegetal (gordura hidrogenada) ao produto uma vez que se
tratava de um produto funcional cuja proposta é o alimento com maior que
traga beneficio a saude. Assim, além de adicionado de culturas probioéticas, o
sorvete tinha em sua composi¢cdo apenas a gordura oriunda do leite integral

utilizado na formulacgao.
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O leite utilizado (tipo longa vida) para o preparo da base fermentada foi
adquirido no comércio local. Este foi enriquecido com leite em pé integral
instantaneo (com a finalidade de aumentar a concentragdo de sdlidos totais) e
inoculado com 5% da cultura probidtica selecionada e, em seguida, incubado em
estufa BOD a 37°C/17h. ApGs a obtencdo do fermentado, foi preparado o mix
constituido pelos outros ingredientes (acUcar, emulsificante e estabilizante).
Foram misturados, a uma temperatura de 45°C, o emulsificante e o0s
estabilizantes, que primeiramente foram dispersos em acucar e em 10% de &gua
destilada e homogeneizados. Em seguida o mix foi pasteurizado a uma
temperatura de 85°C/1min e imediatamente resfriado com banho de gelo até
40°C. O mix foi adicionado ao leite fermentado e a mistura seguiu para a etapa de
maturacao a 4°/24h em estufa BOD.

Apbés a maturacdo, a mistura foi levada a sorveteira para batimento
refrigerado e incorporacdo de ar (overrun) por 15 min, sendo em seguida
imediatamente levado ao congelamento em freezer e armazenamento a -18°C,
como descrito na figura 01. O experimento foi conduzido em trés repeticbes para

as formulagfes que apresentaram melhor incorporacao de ar.

2.4. Caracterizagao fisico-quimica dos sorvetes

hY

As formulacdes foram submetidas a analise de overrun e aquelas que
apresentaram melhores resultados quanto a incorporacao de ar foram analisadas
quanto a pH, acidez titulavel, acucares, proteinas, umidade, cinzas e teor de

gordura.

2.4.1. Overrun
Os volumes das amostras de misturas e dos produtos finais aerados foram

medidos para determinacdo do overrun segundo a equacao:

v VEinat — Vinicial)
-

overrun =

100

Viniciai
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teste foi feito em triplicata.

2.4.2. Determinacéo de umidade
Para a realizacdo desta analise pesou-se de 5 a 6 gramas de sorvete em

uma capsula de porcelana previamente tarada e seca em estufa a 550 °C/4h. As
capsulas contendo as amostras foram entdo aquecidas em estufa a 105°C/3h e
depois resfriadas em dessecador até temperatura ambiente e pesadas. Repetiu-
se esta operacao de aquecimento e resfriamento até peso constante (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 1985). Este experimento foi conduzido em triplicata com trés
repeticdes das formulacbes analisadas. Para a determinagcdo da umidade foi
utilizada a seguinte equacao:

.umidade
%UMIDADE = 100 » ('g—)
.amostra

Onde g. umidade é a massa obtida pela diferenca de massa do cadinho
com amostra antes e depois da secagem em estufa e g. amostra corresponde a

massa inicial da amostra.

2.4.3. Determinacgao de Cinzas.
As amostras com os cadinhos resultantes da analise de umidade foram

utilizados para a determinacdo de cinzas. As amostras foram carbonizadas em
chama e em seguida incineradas em mufla a 550°C/4h. O residuo se apresentou
branco, indicando que a queima foi eficaz (AOAC, 1996). Este experimento foi
conduzido em triplicata com trés repeticdes das formulacbes analisadas. Para a

determinacao de cinzas foi utilizada a seguinte equacao:

g.cinzas
WCINZAS = 100 » (g—)
.amostra

Onde g. cinzas é a massa obtida pela diferenca de massa do cadinho com
amostra antes e depois da incineracdo em mufla e g. amostra € a massa da

inicial da amostra.

2.4.4, Determinacédo de proteinas
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micro-Kjeldahl modificado segundo metodologia
descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (1985).

Para tanto, foram pesados de 0,1-0,3g de amostra de sorvetes em papel
seda. Transferiu-se para um baldo de micro — Kjeldahl e adicionou-se 25 mL de
acido sulfarico e 0,559 da mistura catalitica. Em seguida, os tubos foram
submetidos ao aquecimento em chapa elétrica, na capela, até a solugédo se tornar
azul-esverdeada e livre de material ndo digerido (pontos pretos). Apos esfriar, o
material foi transferido para balbes de destilacdo, onde se adicionou indicador
fenolftaleina e zinco. Para a destilacdo, mergulhou-se a extremidade afilada do
refrigerante em 25 mL de acido borico 0,033M, contido em frasco Erlenmeyer com
trés gotas de indicador vermelho de metila. Adicionou-se ao frasco que contem a
amostra digerida, solucdo de hidroxido de sédio a 30% até garantir um ligeiro
excesso de base. Destilou-se a amostra e titulou o excesso de hidréxido com
solucéo de acido cloridrico 0,1N, usando vermelho de metila.

A % de proteina no sorvete foi calculada a partir da seguinte equacao:

Terer = N 6,25 = = =0,0014
%PROTEINA = ('”'” Het * 6,25 * feorragio ) 100

Mamostra

Onde Vret corresponde ao volume de Acido cloridrico utilizado na titulacdo

das amostras, ¥uci é a normalidade da solucéo de &cido, feorregio é o fator de
correcao do acido e Mamostra € a massa da amostra utilizada. Este experimento

foi conduzido em triplicata com trés repeti¢cdes das formulacdes analisadas.

2.4.5. Determinacéo de gordura
O teor de gordura dos sorvetes processados foi determinado pelo método

de Gerber, seguindo metodologia descrita pelo instituto Adolfo Lutz (1985).
Pesou-se exatamente 10g de sorvete em um béquer de 100 mL, adicionando-se
30 mL de agua a 40-50°C. Em seguida, transferiu-se para um baldo volumétrico
de 100 mL, completando o volume.

Logo apds, pesou-se os lactobutirdbmetros com suas respectivas rolhas,
mantendo os pesos equivalentes. Transferiu-se com o auxilio de um pipetador 10
mL de acido sulfurico 82° para o butirdmetro. Lentamente, foram adicionados 11
mL da amostra diluida e por fim, 1 mL de alcool isoamilico. Depois de arrolhados
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A (65°C), por 3 minutos. Em seguida foi realizada

leitura visual na escala do butirdmetro e o resultado encontrado foi multiplicado
pela diluicdo. Este experimento foi conduzido em triplicata com trés repeticbes
das formulagfes analisadas.

%cordura = Leitura X 10

2.4.6. Determinacédo de agucares
Para determinacdo de acuUcares, foi utilizada metodologia descrita por

Somogyi-Nelson (NELSON, 1944). Realizou-se a extragdo da amostra pesando
0,5g de amostra e adicionando em um Becker de 50 ml. Apés isso se adicionou
sob agitacdo 5 ml de NaOH - 0,5N. Em seguida para neutralizar a solucéo
adicionou 0,1 ml de acido acético glacial. Transferindo em seguida o extrato para
um baldo de 100 ml e completando o volume com &agua, partindo desse extrato
realizou-se a andlise dos aclcares redutores- SOLUCAO 1. Partindo desse
extrato retirou-se 20 mL para a realizacdo da hidrélise acida da sacarose e
adicionou em um baldo volumétrico de 100 mL, em seguida adicionou-se 0,5 mL
de HCI concentrado e submeteu ao banho-maria fervente por 15 minutos.
Decorrido o tempo do aquecimento resfriou as solugdes em banho de gelo e
neutralizou-as com 1,5 mL de solucdo de carbonato de sodio saturada. Em
seguida completou-se o volume do baldo com agua destilada SOLUCAO 2.

Apds o preparo das duas solugbes realizou-se a desproteinizacdo da
amostra colocando respectivamente em dois tubos de ensaio: 3ml da la solucéo
(tubo 1) e 3 ml da 2a solugéo (tubo 2), sendo adicionados posteriormente em
cada tubo 9,0 ml de agua destilada e 1,2 ml de solugéo de hidréxido de béario 0,3N
e 1,2 ml de solugéo de sulfato de zinco a 5%. Os tubos foram agitados e deixados
em repouso por 10 minutos, logo apos realizou se a filtracdo dos extratos. Para o
doseamento utilizou-se 1,0 ml do extrato desproteinizado para agucares redutores
e 2,0 ml da solucao hidrolisada e desproteinizada para a sacarose, seguindo a
sequéncia da técnica usada na curva padrdo de glicose. Apdés o aguecimento,
resfriou em agua gelada e adicionou 1,0 ml do reativo arseno molibdico.
Completou o volume final dos tubos para 10 ml, usando 6,0 ml de 4gua destilada
e realizou a leitura em espectrofotometro a 510 nm. Este experimento foi

conduzido em triplicata com trés repeticbes das formulacdes analisadas.
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O pH e a acidez titulavel foram determinados para as melhores
formulagBes em intervalos de 14 dias, durante um periodo de 120 dias.

Para determinacdo e acompanhamento do pH dos sorvetes, utilizou-se um
pHmetro digital. Apds calibracdo do pHmetro, o eletrodo foi colocado no centro de
cada Becker contendo amostra e a leitura foi aferida. Repetiu-se este
procedimento para trés repeti¢cdes dos produtos, fazendo-se a leitura em triplicata.

A acidez titulavel, em forma de acido l4ctico, foi realizada em conformidade
com a metodologia padrao segundo a Association of Official Analytical Chemists.
(AOAC, 1996) utilizando solucao padrdo aquoso de NaOH para titulacao.

Para determinacdo da acidez, foi utilizado o método titulométrico. Foram
pesadas 10g de cada formulacdo em triplicata e adicionado fenolftaleina como
indicador do ponto de viragem. As amostras foram tituladas com base de NaOH
0,1N até a mudanca de cor da amostra. Os resultados foram calculados em base

de % de acido latico.

2.5.Avaliagdo da qualidade microbiolégica dos sorvetes.

As amostras de sorvete foram submetidas a andalises microbioldgicas de
acordo com as metodologias indicadas no American Public Health Association
(APHA) (2004). Séao elas:

a) Determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes a 45°C:

Cerca de 25g da amostra foi diluida em 225 mL de 4gua peptonada com
diluicdes decimais sucessivas. Em seguida inoculou-se trés diluicdes em série de
trés tubos contendo Lauril Sulfato Triptose (LST). Incubaram-se os tubos em
estufa a 35°C por 24-48 horas.

Tomaram-se o0s tubos de LST que se apresentaram turvos e com producao
de géas e transferiu-se uma algada bem carregada de cada cultura para os tubos
de caldo E.C. Incubou-se em banho-maria a 45° C por 24 horas. Deixaram-se 0s

tubos negativos por mais 24 horas.

b) Contagem de Estafilococos coagulase positiva
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contendo agar BP ( Baird Park, com emulsdo

Gema de ovo e telurito de potassio). Incubaram-se as placas invertidas a 35°C
por 48 horas. Selecionaram-se as colbnias tipicas para teste de coagulase.
Transferiu-se cada colénia para um tubo de caldo infus@o cérebro coracéo (BHI) e
incubou a 35°C por 24 horas. Transferiu-se a cultura BHI para um tubo e
adicionou-se plasma de coelho. O tubo foi incubado em banho maria a 37°C.

c) Pesquisa de Salmonella spp.

Foram adicionados 25g da amostra em caldo lactosado e incubou a 35°C
por 24 horas. Em seguida, agitou-se o caldo de pré-enriquecimento e transferiu-se
para o caldo tetrationato (TT) e para o caldo selenito cistina (SC). Incubaram-se
ambos os caldos a 35°C por 24 horas. Estriou-se uma algada do caldo TT em
placas de agar Entérico de Hectoen (HE), agar Verde Brilhante (VB) e agar Xilose
Lisina Desoxiolato (XLD). Repetiu-se esse processo com caldo SC e em seguida
incubou-se todas as placas a 35°C por 24 horas.

d) Contagem de bolores e leveduras

Apés a diluicdo da amostra em agua peptonada, inoculou-se 0,1 mL das
diluicdes em superficie de placas contendo o Agar Batata Dextrose (PDA)
adicionado de &cido tartarico. Em seguida, incubaram-se as placas em estufa a
25°C por 5 a 7 dias.

2.6.Avaliacdo da viabilidade de culturas probidticas durante
armazenamento (Vida de Prateleira)

As amostras de sorvete probiotico foram avaliadas nos periodos de 0, 14,
28, 42, 56, 70, 84, 98 e 112 dias de estocagem a -18°C, quanto a quantidade de
bactérias laticas probidticas adicionadas ao sorvete, determinando sua vida de
prateleira, de acordo com a metodologia descrita no APHA (2004): Apés a diluicdo
da amostra, realizou-se o plaqueamento (em duplicata) em profundidade
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2.7.Tratamento estatistico dos resultados

Os dados obtidos para caracterizacao fisico-quimica foram analisados em
delineamento inteiramente casualizado, utilizando-se ANOVA. Os dados obtidos
na avaliacdo da vida de prateleira foram analisados em delineamento inteiramente
casualizados com parcela subdividida para o fator tempo. Quando os dados
apresentaram efeitos significativos ao nivel de 5% de probabilidade, foi realizado
o teste de diferenca entre médias, utilizando o teste t (LSD), analise de regresséo
e o teste Student Newman Keuls (SKN) para tempo. Os testes foram realizados
no programa SISVAR® (FERREIRA, 2008).

3. Resultados e discussao

3.1. Caracterizacao das culturas probioticas

Apds os Kits terem sido incubados a 37°C por 72 horas, observou-se quais
acucares foram fermentados por cada cepa (Tabela 03) e utilizando a chave de
fermentacéo de agucares de PETER (1986) identificou-se a cultura.

A partir do perfil de fermentacéo de carboidratos foi possivel identificar os
seguintes microrganismos: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus casei subsp. casei. No entanto, os microrganismos de interesse
nessa pesquisa foram apenas o Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus

rhamnosus e Lactobacillus casei casei.
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mentacgao de acucares para as culturas de

Lactobacilos utilizadas.

Resultados Positivos para as culturas listadas

Carboidratos L. acidophillus L. casei L. rhamnosus

1-Glicerol - - -

2-Eritritol - - -

3-D-Arabinose - - -

4-L-Arabinose - - -

5-Ribose + - +

6-D-Xilose - - -

7-L-Xilose - - -

8-Adonitol (+) - -

9-B-Metil-Xilosideo - -

10-Galactose

11-D-Glicose

13-D-Manose

14-L-Sorbose

¥
+ + +

+ + +

12-D-Frutose + + +
+ + +

+ + +

¥

15-Ramnose - -

16-Dulcitol - - -

17-Inositol - - -

18-Manitol

19-Sorbitol

20-a-Metil D-Manosideo - - N

21-a-Metil D-Glucosideo (+) - +

22-N-Acetil-Glucosamina

23-Amigdalina

24-Arbutina

25-Esculina

26-Salicina

*)

27-Celobiose

28-Maltose

+l+ |+ +]+]+]+]+
+l+ |+ +]+]+]+]+

29-Lactose

30-Melibiose

31-Sacarose

32-Trealose

33-Inulina

+|+]+]+

34-Melezitose

++]+]|+]+
1

35-D-Rafinose -

36-Amido - - -

37-Glicogénio - - -

38-Xilitol - - -

39-BGentibiose (+)

40-D-Turanose +

41-L-Lixose - - -

42-D-Tagatose + - +

43-D-Fucose - - -

44-L-Fucose - - -

45-D-Arabitol - - -

46-L-Arabitol - - -

47-Gluconato (+) (+) (G

48-2-Ceto-Gluconato - - R

49-5-Ceto-Gluconato + - R
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3.2. Obtencéao do leite fermentado

Todas as culturas laticas avaliadas apresentaram faixas de tempo de
coagulacao e faixas de pH e acidez semelhantes: 17 horas, pH 4,5-4,6 e acidez
de 1,05-1,10% de acido latico respectivamente. Este resultado demonstrou que
em 17 horas de incubacgao, o fermentado alcancou faixa de pH 4,5-4,6 (Tabela
03), mesma faixa alcancada por Cruz (2010), com a fermentacédo de leite por
bifidobactérias, que apresentou pH de 4,58 no tempo zero, e encontrada também
por AKIN et al. (2007), que obtiveram formac&o de coagulo com pH de 4,5 apés
18h de incubacdo a 37°C. Além disso, cada cepa apresentou um coagulo

caracteristico.

Tabela 03: Caracteristicas do leite fermentado a partir de diferentes cepas estudadas.

CULTURA CARACTERISTICAS CONTAGEM UFC/g

Lactobacillus acidophillus  Coagulo firme, pH 4,5, sem 10° UFC/g*
formacé&o de pigmentos.

Lactobacillus rhamnosus Coagulo viscoso, pH 4,57, 10° UFClg

sem formacgao de pigmentos.

Lactobacillus casei casel Coagulo dessorado, pH 4,6, 10° UFClg

sem formacgao de pigmentos.

*Valores obtidos por média (n= 3).

Logo, a cepa selecionada para o desenvolvimento do sorvete foi aquela
gue apresentou as caracteristicas mais desejaveis, como coagulo firme e elevada
contagem de bactérias logo apds fermentacdo, a cepa escolhida para obtencéo
dos sorvetes a serem testados foi o Lactobacillus acidophillus.

3.3. Processamento do sorvete

3.3.1.  Selecao dos estabilizantes e testes de Overrun

Os resultados de Overrun obtidos acerca do comportamento dos
estabilizantes na sua forma Unica ou combinada nos sorvetes processados, estdo

apresentados na Tabela 04.
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Tabela 04: Resultados de Overrun e considerages sobre os estabilizantes nos sorvetes.

Estabilizantes Overrun Observacgdes

Gelatina 17%* Produto homogéneo

Guar 15% Produto homogéneo
Xantana 17% Reducéo no pH final do produto.

Arabica 10% Baixa incorporagéo de ar

Carboximetilcelulose 14% Produto desuniforme

Gelatina + Guar 20% Produto homogéneo
Gelatina + Xantana 18% Reducéo no pH final do produto.

*Valor da média (n=3)

A partir da tabela observa-se que goma ardbica e carboximetilcelulose
(CMC) nao apresentaram um resultado desejado para a produgéo de sorvetes. A
primeira pela baixa incorporacdo de ar, uma vez que goma arabica sofre
deformacgbes na sua estrutura quando submetidas a temperaturas acima de 50°C,
e consequentemente reducdo na sua capacidade plastica (TONELI et al., 2005); a
segunda pelo efeito desestabilizador na presenca de proteinas do leite, que
segundo ARBUCKLE (1986) pode levar a uma tendéncia de separacao de fases,
e consequentemente, obtengéo de um produto ndo homogéneo.

Com relacdo a goma xantana, apesar de contribuir para a obtencdo de uma
boa taxa de Overrun, favorecem uma reducdo no pH no produto final, uma vez
que tem como coproduto de reacao acido glicurénico, que somado ao acido latico
do leite fermentado confere um carater ainda mais &cido ao sorvete, reduzindo
assim o seu pH. Esse comportamento foi observado mesmo quando a goma
estava combinada com a gelatina.

As demais gomas apresentaram taxas elevadas de incorporacido de ar
(Overrun), apesar de ndo serem os valores esperados, uma vez que normalmente
se obtém até 99% de incorporacdo de ar em sorvete fazendo uso destas gomas,
como valores encontrados por SILVA (2004) de 43-50% de incorporagao de ar e
por HOMAYOUNI et al. (2008) de 95% de incorporagéo.

No entanto, AKIN et al. (2007) obteveram valores de Overrun de 34 -38%
fazendo uso de goma guar e goma xantana e ALAMPRESE (2002),usando gomas
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Uma justificativa para todas essas variacoes de

Overrun sdo as condi¢cdes do processo que cada autor submeteu seu produto,
nao estando ligadas apenas as caracteristicas reolégicas da goma.

Além disso, o baixo teor de gordura presente no sorvete também contribuiu
para a reducdo na incorporacado de ar, visto que a gordura também é responsavel
pela textura e por reter o ar incorporado no produto (EPAMIG, 2000). Deste moso
em um panorama geral, a incorporacdo de ar encontrada neste experimento,
fazendo uso das gomas guar, gelatina e goma xantana, foram satisfatorias.
Contudo, a goma guar e a gelatina apresentaram melhor comportamento quando
avaliadas globalmente, sendo entdo estas escolhidas para a elaboracdo das
formulacbes finais a serem submetidas a caracterizacdo fisico-quimica,

microbioldgica e acompanhamento da viabilidade dos microrganismos probidticos.

3.4. Caracterizacdao fisico-quimica dos sorvetes

Os sorvetes probidticos de Lactobacillus acidophillus elaborados com os
estabilizantes, goma guar e gelatina, foram avaliados quanto a sua composi¢cao
fisico-quimica e os resultados estédo apresentados na Tabela 05.

Como foi discutido anteriormente, o Overrun encontrado para as
formulacbes depende ndo s6 do estabilizante utilizado, mas também das
condicbes de processo (como o funcionamento da sorveteira) e do teor de
gordura. Mesmo assim, os resultados se mostraram satisfatorios, principalmente
para a gelatina e goma guar, quando a ultima estd combinada com a primeira.
Com relagédo ao pH, ambas as formulagfes apresentaram valores préximos (4,44
e 4,41, respectivamente), o que demonstra que os estabilizantes nao interferiram
no pH inicial do produto.

Com relagcdo a composicdo do sorvete, as formulagbes ndo diferiram
estatisticamente (p<0,05). Logo, os estabilizantes nao influenciaram na
composicado final do produto, uma vez que ambas as formulagbes foram
desenvolvidas utilizando os mesmos ingredientes, nas mesmas quantidades.
Resultados similares foram evidenciados por MARUYAMA et al.(2006), que nao
encontraram diferenca significativa no parametro umidade em produtos

probidticos, e por SILVA et al.(2010), que também compararam formulagfes de
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Tabela 05: Resultados das andlises fisico-quimicos das amostras de sorvete probiético
Formulac¢des a partir do estabilizante avaliadas

Anélises fisico- Formulagcdo com Formulagdo com goma
guimicas Gelatina guar e gelatina

Ph 4,44% 4,41°

Acidez (% acido latico) 1,03% 1,04%
Aclcares (%) 12,79 £ 0,66 # 11,83 +0,66
Proteinas (%) 4,47 +£0,28 2 453+0,28°%
Umidade (%) 75,07 £ 1,242 77,27+ 1,24 2
Cinzas (%) 1,12 £ 0,032 1,15+ 0,03 2
Gordura(%) 2,25 +0,06 2 2,17 +0,06 2

Overrun(%) 17 +0,98 2 20+0,98 @

*Valor da média (n=3); **Médias seguidas por letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si
(p<0,05), pelo teste t (LSD)

Com relacdo ao pH, os valores encontrados também nado diferem
significativamente e condizem com resultados encontrados por SILVA et al.(2010)
e AKALIN & ERISIR (2008), que respectivamente reportados resultados de pH
variando de 4,46 e 4,8 para sorvetes probidticos.

A variacdo de pH e acidez no sorvete probidtico ao longo do

armazenamento a uma temperatura de -18°C encontra-se descrita na Tabela 06.

Tabela 06: Valores de pH e Acidez no sorvete probidtico durante o0 armazenamento a -

18°C.
Equacéo de
Produto Variavel regressao R?ajuste P
Sorvete (goma pH y =-0,0016x + 4,38* 88, 23% <0,0000
guar + gelatina) -
Acidez y =0,0011x + 1,05 96,17% <0,0054
Sorvete pH y =-0,0026x + 4,45 95,50% <0,0000
(gelatina) -
Acidez y =0,0015x + 1,06 93,40% <0,0000

*Equacdes obtidas com valores médios (n=3).
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h&a um decréscimo de 0,002 no valor de pH do
sorvete por dia de armazenamento, o que € um valor muito pequeno. Logo, a

possibilidade que os microrganismos sejam afetados quanto a sua viabilidade
apenas pela variagdo do pH é muito pequena. Quanto a variacdo de acidez
verifica-se que ha um aumento de 0,002% de &cido latico por dia (P<.0,05).

N&o houve diferenca significativa (p>0,05) entre os valores de pH para as
diferentes formulagdes em um mesmo periodo de armazenamento. Isso pode ser
explicado, uma vez que as formulagbes diferiram somente na composi¢do dos
estabilizantes utilizados. Ou seja, ingredientes que influenciam o pH do produto
final e ao longo de seu armazenamento, como 0s tipos e proporc¢des de culturas

empregadas e a proporgdo de estabilizantes, foram mantidos constantes para
todas as formulacoes.
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Figura 02: Comportamento do pH e da acidez titulavel em porcentagem de &cido latico,
ao longo do periodo de estocagem de sorvete probidtico. *Valor da média (n=3).
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3.5. Avaliacdo da qualidade microbiolégica do sorvete.

Os resultados obtidos para os niveis de coliformes a 45°C, estafilococos
coagulase positiva e Salmonella spp mostraram que as amostras estavam dentro
dos padrOes exigidos pela legislagdo brasileira, RDC 12/01 — Regulamento
técnico sobre Padrdes Microbiolégicos para Alimentos (BRASIL, 2001), e,
portanto, aptos para o consumo humano (Tabela 07) o que demonstra que 0s
sorvetes foram processados sob boas condi¢des higiénico-sanitarias.

Tabela 07: Resultados da avaliagdo microbiolégica dos sorvetes probioticos.

Equacéo de
Produto Microrganismo regressao R?ajuste P
Lactobacillus  y =-0,0066x + 9,086  92,50% <0,0000
acidophilus
Bolores e y =0,0206x — 0,0018 89,40% <0,0051
Sorvete (goma
guar + gelatina) leveduras
Coliformes y = 0,0045x + 0,6923  74,12% <0,0029
termotolerantes
Lactobacillus y=-0,0129x + 8,792 94,81% <0,0000
acidophilus
Bolores e y =0,0230x — 0,3259  86,40% <0,0001
Sorvete
(gelatina) leveduras
Coliformes y = 0,0058x + 0,5055 95,93 <0,0000
termotolerantes
*Equacdes obtidas com valores médios (n=3).
As contagens foram também realizadas durante o tempo de

armazenamento das amostras, sendo que os resultados para a pesquisa de
Salmonela spp. e contagem de estafilococos coagulase positiva néao
apresentaram mudancas ao longo do tempo de armazenamento, mantendo as

contagens iniciais. No entanto, os valores de coliformes a 45°C aumentaram ao
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NMP/g. Este aumento se deve, provavelmente, a manipulacdo inadequada do
produto durante o periodo de estocagem.

Com relagdo a contagem de bolores e leveduras, o0s sorvetes
apresentaram auséncia durante os 30 primeiros dias de estocagem. Porém, a
partir de 42 dias, houve um aumento significativo (p<0,05) (Figura 03),
comportamento muito parecido com o aumento de coliformes. Assim, se pode
atribuir a mesma justificativa de manipulagéo inadequada do produto durante seu
armazenamento, ou ainda considerar as varias aberturas para coleta de amostras

e 0 contato com o ar ambiente.

2,50
2,00 * L 4

1,50

LOG (UFC/g)*

0 14 28 42 56 70 84 98 112 126
Tempo (dias)

Figura 3: Comportamento do crescimento de bolores em sorvete com goma guar e
gelatina. *Valor da média (n=3).

Os resultados sobre o comportamento dos fungos filamentosos e dos
coliformes ao longo do periodo de estocagem também foram avaliados por
regressao linear, cujas equacoes estdo apresentadas na Tabela 07.

A legislacéo sobre qualidade microbiolégica de alimentos ndo define limites
para a presenca de bolores e leveduras, bem como nenhuma outra resolugdo ou
portaria. Porém, considerando que o sorvete tem como base leite fermentado,
pode-se comparar esta contagem com os limites estabelecidos para este produto,
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C/g (BRASIL, 2001).

Fazendo uso das equacdes, se pode observar que ao final de 130 dias

aproximadamente, o sorvete ndo estaria mais apto para 0 consumo, uma vez que
ja teria ultrapassado os limites estabelecidos para leite fermentando, que vem
sendo o parametro utilizado para a discussao deste estudo. No entanto, esses
valores podem estar ligados & ma manipulacdo do produto bem como o ndo uso

de conservantes na formulagdo do mesmo.

3.6. Avaliacdo da sobrevivéncia de culturas probidticas durante
armazenamento (Vida de Prateleira)

Apdés o processamento do sorvete, este foi estocado a -18°C e a
sobrevivéncia dos Lactobacillus acidophilus avaliada durante o tempo de
estocagem. As Figuras 04 e 05 mostram as variacdes na contagem de
Lactobacillus do sorvete probiético. Observa-se que houve uma reducdo nas
contagens do microrganismo ao final de 120 dias, ainda assim, os niumeros foram
sempre superiores a 6 Log UFC/g, concentragdo minima requerida para ter efeito
probidtico (HOIER et al., 1999), o que evidencia que a vida de prateleira deste
produto é superior a trés meses. A partir dos resultados obtidos, foi possivel
determinar a equacdo de regressdo da viabilidade (linear e parabdlica), que
determina aproximadamente quanto tempo o sorvete tem de vida de prateleira,
com relacdo a contagem minima necessaria para um produto probidtico (Tabela
07).

Apesar das contagens iniciais terem sido as mesmas para ambas as
formulacbes (9 Log UFC/g), durante 120 dias de estocagem, o numero de
microrganismos Vviaveis no sorvete com goma guar e gelatina reduziu em 0,88 Log
UFC/g, enquanto que o sorvete com gelatina a reducédo foi de 1,56 Log UFC/g,

diferenca considerada significativa (p<0,05), a partir de 112 dias.
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Figura 04: Vida de prateleira de sorvete probiotico (trés repeticbes) com gelatina,
estocada a -18°C.
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Figura 05: Vida de prateleira de sorvete probidtico (trés repetices) com goma guar e
gelatina, estocada a -18°C

A diferenca da viabilidade dos microrganismos nas formulacdes se deve a
alta capacidade da goma guar em estabilizar suspensdes e, por isso, tornar a
matriz mais estavel (MUNHOZ, 2004). Isso também justifica o fato da viabilidade
estimada matematicamente ser tdo mais favoravel ao sorvete com goma guar, do
gue aquele que tem apenas gelatina como estabilizante.

Quanto a redugdo na viabilidade de espécies probidticas durante o
processamento e congelamento do produto, resultados semelhantes foram
reportados por outros autores (MODLER et al., 1990; RAVULA & SHAH, 1998;
CRUZ et al., 2010; VIEIRA, 2011). Esta reducdo decorre de injurias causadas
pelo congelamento ou outros mecanismos de estresse, como a incorporagao de
oxigénio durante a mistura, o que acaba favorecendo o decréscimo da contagem.
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Unlimited Pagesiy 180 dias de estocagem a -18°C e VIEIRA (2011)

observou em sobremesas geladas um decréscimo de mais de 2,0 Log UFC/g em

registrou um decréscimo de 1 Log UFC/g para

63 dias de estocagem sob refrigeracdo. Os autores atribuiram essa reducgédo a
resisténcia das culturas usadas em condi¢cdes similares as do sorvete, mas,
apesar dessa caracteristicas, tem sua viabilidade comprometida devido a essas
condicdes. Essa observacdo também foi feita por HOMAYOUNI et al.(2008), e
HOMAYOUNI et al. (2007) em seus trabalhos.
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A partir do desenvolvimento deste trabalho, foi possivel obter um sorvete
probidtico, fazendo uso de diferentes estabilizantes e de diferentes culturas de
microrganismos probidticos. O sorvete foi submetido a analises fisico — quimicas
e microbioldgicas e a partir dos resultados observou-se que estava dentro dos
padrbdes exigidos pela legislacdo. Além disso, se averiguou a sobrevivéncia dos
microrganismos probidticos ao longo de 120 dias de estocagem, constatando-se
gue estes se mantiveram viaveis ao longo dos trés meses de acompanhamento.
Através da analise estatistica dos resultados foi possivel se estimar a vida de
prateleira do sorvete, sendo sua qualidade verificada em 120 dias, decorrente de
manipulacdo inadequada e do ndao uso de conservantes e sua viabilidade
probidtica estimada em até um ano de armazenamento sob congelamento, o que
demonstra a possibilidade de se ter uma nova tecnologia para carrear

microrganismos benéficos a salde até os consumidores.
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DERACOES

A obtencdo de um sorvete que tivesse em sua composi¢cdo uma cultura
probidtica tem sido tema de alguns estudos. A partir da avaliagdo de diferentes
culturas e diferentes estabilizantes, foi possivel se chegar a uma formulacdo que
tivesse caracteristicas fisico-quimicas e microbiol6gicas desejaveis; se
escolhendo entre as culturas estudadas o Lactobacillus acidophilus e entre os
estabilizantes, gelatina e a goma guar combinada a gelatina cujas formulacdes
ndo apresentaram diferenca significativa quando comparadas. Através da analise
estatistica dos resultados foi possivel se estimar a vida de prateleira do sorvete,
sendo sua qualidade microbiolégica verificada em 120 dias e sua viabilidade
probidtica estimada em até um ano de armazenamento sob congelamento.
Diversos estudos sobre este segmento te levado as grandes industrias a criar
novas tecnologias e a protegé-las por meio de patentes. Através da prospeccao
realizada neste trabalho, foi possivel se perceber que os microrganismos vém
sendo, cada vez mais, utilizados para conferir caracteristicas especificas aos
alimentos, quer apenas sendo utilizado como um coadjuvante no processo, ou
como um elemento desejado no produto final. Mesmo assim, ainda € preciso o
desenvolvimento de pesquisas que contribuam no aumento da possibilidade de se
ter novas tecnologias para carrear microrganismos benéficos a saude até os

consumidores.
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Anexo 01: Curva padrdo de glicose para determinacdo de acUcares redutores pelo
método de Somogyi- Nelson

Volume solugéo mae

Concentragdes mg/mL Volume agua

Glicose
0 0,05 0,45
0,2 0,10 0,40
0,4 0,20 0,30
0,6 0,25 0,25
0,8 0,30 0,20
1,0 0,40 0,10
1,2 0,50 0,0
Curva Padrao
0,6
0,5 ’
g 0,4 <
(E 03
§ ¢ CurvaPadrido
‘E 0,2 —— Linear (Curva Padrdo)
0,1
y =0,4421x+ 0,0227
DR 2 R2=0,9913
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
CONCENTRAGAO g/mL

Figura 01: Curva Padrdo para leitura dos teores de agucar no sorvete.
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