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RESUMO

Este trabalho avaliou o efeito da adicdo de diferentes concentracdes de 6leo de cartamo (0,5 a 4%)
e de polidextrose (1,5 a 4%) na viabilidade de Lactobacillus casei e Streptococcus thermophilus
durante a estocagem bebidas lacteas simbidticas. Na primeira etapa foram realizados ensaios para
verificar a seletividade dos meios de cultura LP-MRS e M17 na quantificacéo seletiva de L. casei e
de Str. thermophilus. Na segunda etapa do projeto foram produzidas as 11 formulacdes da bebida
determinadas no planejamento experimental. Nas bebidas lacteas fermentadas adicionadas de
Oleo de cartamo e polidextrose, apds a obtencéo e durante os 45 dias de estocagem refrigerada
foram realizadas andlises de quantificacdo de células viaveis dos fermentos, de coliformes a 30 e
45°C, além de pH e acidez. Os microrganismos fermentaram a mistura a 42°C, em
aproximadamente, 5 horas. Ao final de 45 dias de estocagem refrigerada, as contagens de células
viaveis do probidtico nas amostras com diferentes concentracdes de o6leo de cartamo e
polidextrose mantiveram-se acima do que a legislacdo brasileira exige na porcédo de consumo para
bebidas lacteas (10® a 10° UFC/200g). Portanto, a adicdo de 6leo de cartamo e polidextrose em
diferentes concentracdes nao influenciou negativamente na viabilidade do probidtico presente nas

bebidas lacteas fermentadas estudadas durante a estocagem.
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ABSTRACT

This study evaluated the effect of the different concentrations of safflower oil (0.5 a 4%) and
polydextrose (1.5 a 4%) on the viability of Lactobacillus casei and Streptococcus thermophilus
during the storage of fermented milk beverages. In the first step tests were conducted to verify the
selectivity of the medium LP-M17 and MRS for selective quantitation of L. casei and Str.
thermophilus. In the second step of the project the 11 formulations were produced according to the
experimental design. In the beverages with safflower oil and polydextrose, after obtaining and
during 45 days of refrigerated storage were realized quantification of viable cells of the yeast,
coliform 30 and 45 ° C, the pH and acidity. The microorganisms fermented the milk beverages at
42°C in about 5 hours After 45 days of refrigerated storage the viable cells counts of L. casei in the
fermented milks with different safflower oil and polydextrose concentrations remained above the
limits established by the legal parameters of Brazil (10° a 10° CFU/200g). These results
demonstrated that the addition of safflower oil and polydextrose at different concentrations did not

affect the viability of probiotic in the beverages during storage.

Keywords: safflower oil, polydextrose, fermented milk, milk beverage, probiotic.

1. INTRODUCAO

O leite € um alimento muito importante na dieta humana, além de deixar o sistema
imunologico mais forte e aumentar a resisténcia 6ssea. Contudo, contém gorduras saturadas e
colesterol. A gordura dos alimentos é fonte de energia, compfe a estrutura de membranas
celulares, exerce efeitos na expressdo génica, modifica o metabolismo, crescimento e
diferenciagdo celular (CAMPOS, 2007). O leite, porém, pode ser consumido na sua forma
desnatada e ainda, pode ser adicionado de 6leos vegetais, como 0 de cartamo que por sua vez
contém beneficios inerentes a saude. Assim sendo, as bebidas lacteas fermentadas contendo
probidticos e prebidticos apresentam beneficios a salde e também propriedades funcionais
conferidas por estes microrganismos e substancias. Um prebidtico alimentar é definido como um
ingrediente seletivamente fermentado que resulta em mudancas especificas na composicdo e/ou
atividade da microbiota gastrointestinal, conferindo beneficios ao hospedeiro (GIBSON et al, 2010).

A FAO/ONU (Food and Agriculture Organization/ Organizacdo das Nac¢fes Unidas) e a WHO ou
2
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OMS (Organizacdo Mundial da Saude) apresentaram a definicdo padrdo de probidticos isto €,
micro-organismos vivos que, administrados nas quantidades adequadas, conferem beneficios ao
hospedeiro (JOINT FAO/WHO WORKING GROUP, 2002).

As bebidas lacteas fermentadas sdo produtos bastante versateis para a adicdo de novos
ingredientes funcionais. Esta € uma das raz8es para a escolha deste produto lacteo para a
incorporacédo de Oleo de cartamo e polidextrose. A bebida em questédo neste estudo foi fermentada
nao apenas por fermento lacteo tradicional (Streptococcus thermophilus), mas também foi utilizado
o probidtico Lactobacillus casei.

O dleo de cartamo foi escolhido por ser considerado entre os demais 6leos, 0 que apresenta
maior teor de gorduras poli-insaturadas. Além disso, o 6leo de cartamo € uma fonte importante em

a-tocoferdis desempenhando assim potente acdo antioxidante (SCHULZE et al, 2014).

No Brasil, segundo a “Lista de alegacbes de propriedade funcional aprovadas” a
polidextrose € considerada uma fibra alimentar que auxilia no funcionamento do intestino. E o
consumo dessa fibra deve estar associado a uma alimentacdo equilibrada e hébitos de vida
saudaveis (BRASIL, ANVISA, 2008). Segundo Jie et al. (2000), a polidextrose pode ser também
considerada como prebidtico, pois estimula o crescimento de lactobacilos e bifidobactérias e a
fermentacdo continua ao longo do célon. Embora em nosso pais a polidextrose ndo possa receber
ainda a alegacdo de propriedade funcional como contribuindo para o equilibrio da microbiota
intestinal, ha autores como Patel e Goyal (2012) que afirmaram que a polidextrose € reconhecida

como prebidtico.

Este trabalho objetivou avaliar o efeito da adicdo de diferentes concentracdes de 6leo de
cartamo e de polidextrose na viabilidade de Lactobacillus casei e Streptococcus thermophilus
durante a estocagem de bebidas lacteas fermentadas. Foram realizadas, apds a obtencdo e
durante os 45 dias de estocagem refrigerada, analises de quantificacdo de células viaveis dos

fermentos, de coliformes a 30 e 45°C, além de pH e acidez.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material

Leite em poO desnatado Itambé; Lactobacillus casei (L. casei 01 CHR-HANSEN);
Streptococcus thermophilus (STI-12 CHR-HANSEN); Oleo de cartamo bruto (Pazze); agtcar Unio;

emulsificante - Lygomme FM 4753 (Cargill); Polidextrose — Alibra ingredientes.
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2.2. Métodos

2.2.1. Etapa 1: Ensaios com meios de cultura parav erificar sua adequacéo para a

guantificacdo seletiva do L.casei

Foram avaliados os meios de cultura M17 e LP-MRS e as condi¢Bes de incubacéo descritas
em Lima et al (2009) a fim de verificar sua adequacdo para contagem seletiva de L.casei e

Str.thermophilus em co-cultura.

2.2.2. Etapa 2: Producao da bebida fermentada como L. casei + Str. thermophilus

adicionados de 6leo de cartamo e polidextrose.

No total foram produzidas 11 formulagbes (F) de bebida fermentada com a adicdo de
diferentes concentragbes de O6leo de cartamo e polidextrose. Essas concentragfes estao

especificadas nas Tabelas 1.

De acordo com a RDC n° 54/2012 (rotulagem nutricional complementar), para o alimento ter
a declaracédo de alto contetdo de fibra precisa conter 5g por por¢ao e para ser fonte precisa conter
2,5 g por porcdo. Como a porcdo para bebida lactea fermentada de acordo com a RDC n°
359/2003 é de 200g ou mL, o nivel minimo de polidextrose foi definido em 1,5% para que, na
porcao, tenha-se em média 3g/200mL. O nivel maximo de polidextrose de 4% foi estabelecido pois
niveis maiores, somados aos dos sélidos lacteos (leite em p6 desnatado) e demais sélidos da
mistura (aglcar e 6leo de cartamo) atingiriam valores inadequados para o correto desenvolvimento
do processo fermentativo. Tamime e colaboradores (1999) jA abordaram estes parametros de teor
de sélidos adequados para iogurtes batidos, categoria em que se encaixam as bebidas lacteas
fermentadas deste projeto. Quanto as concentracdes de 6leo de cartamo estabeleceu-se 0 minimo
em 0,5% de modo que uma porcao tradicional da bebida (200mL) contivesse, ao menos, 1g de
Oleo de cartamo, quantidade média de uma capsula ja existente no mercado. O nivel maximo de
4% de Oleo de cartamo foi estabelecido em testes preliminares devido ao sabor intenso

desagradavel deste dleo.

O preparo da mistura a ser fermentada foi realizado do seguinte modo: (a) suspensao dos
ingredientes desidratados (leite em pd desnatado 10%, acUcar 10%, emulsificante 0,4% e
polidextrose) em agua; (b) homogeneizacdo com mixer (Walita); (c) adicdo de dleo de cartamo; (d)

homogeneizacdo com mixer novamente; (e) aquecimento a 60° C; (f) homogeneizacdo a 250bar
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em homogeneizador de duplo pistdo; (g) tratamento térmico a 85° C/ 5 min; (h) resfriamento a 40-
42° C; (i) adicdo dos fermentos L. casei (5%) e Str. thermophilus (2%); (j) fermentacdo por 5 a 6

horas a 40-42° C até pH 4,8; (k) resfriamento a 4°C; (I) embalagem e estocagem.

Tabela 1. Concentragdes de 6leo de cartamo e polidextrose das 11 formulacdes de bebida lactea
fermentada

Porcentagem do ingrediente -

Formulacdes Oleo de cartamo (%) Prebidtico (%)
1 1 1,9
2 3,5 1,9
3 1 3,6
4 3,5 3,6
5 0,5 2,8
6 4 2,8
7 2,3 15
8 2,3 4
9 2,3 2,8
10 2,3 2.8
11 2,3 2.8

2.2.3. Etapa 3: Analises das bebidas lacteas fermen tadas e sem adi¢cado de fermentos

As amostras das bebidas foram analisadas para quantificacdo de coliformes a 30° e 45°C
segundo, respectivamente, as metodologias ISO 4831 (2006) e ISO 7251 (2005) apos o 1° e 45°

dia de fabricagdo. Também foram realizadas as andlises de quantificacdo de L.casei e Str.

thermophillus segundo Lima et al (2009), pH e acidez titulavel segundo IAL (2005) nas bebidas

apos 1, 10, 21, 30 e 45 dias de producao. As amostras de bebidas sem adicdo de fermentos foram

analisadas para quantificacdo de coliformes a 30° e 45°C segundo, respectivamente, as
metodologias 1SO 4831 (2006) e ISO 7251 (2005) e para quantificacdo de bactérias laticas totais
segundo Frank, Yousef (2004) apos o 1° e 45° dia de fabricacdo. Estas amostras também foram

avaliadas quanto ao pH e acidez (IAL, 2005) no 1° dia apés a fabricacéo.
2.2.4. Etapa 4: Metodologia do tratamento dos resul  tados dos planejamentos experimentais

A metodologia de planejamento experimental (RODRIGUES E IEMA, 2014) foi aplicada
para avaliacdo do efeito das concentracbes de 6leo de cartamo (%) e de polidextrose nas
formulacdes da bebida lactea. Foi feito um planejamento fatorial composto central (PFCC) de dois
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nveis, considerando essas duas variaveis independentes, perfazendo um total de 11 formulacdes:
4 interacoes de primeira ordem (niveis -1 e +1), 4 formulagbes nos niveis axiais -Opr € +0pr (-1,41 €
+1,41) e 3 formulac¢des da condi¢do central (nivel “0”). As Tabelas 1 e 2 mostram a concentracao

de 6leo de cartamo e polidextrose utilizada em cada nivel do planejamento.

Os resultados numéricos das anadlises de acidez de todos os dias de vida de prateleira (1,
10, 21, 30 e 45 dias) foram apresentados em forma gréfica (resultados versus tempo de vida de
prateleira) (Figura 1), recurso que permitiu a avaliagcdo da tendéncia desse parametro ao longo do
tempo para cada formulagdo produzida. Essa tendéncia também subsidiou a discussdo dos
resultados, entendimento dos efeitos das variaveis e a definicdo do tempo de vida de prateleira do
produto. Em artigos futuros seréo apresentados os dados do planejamento experimental ajustados

a modelos preditivos e as superficies de resposta.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Etapa 1: Ensaios com meios de cultura para ver ificar sua adequacdo para a

guantificacdo seletiva do L.casei

N&o houve desenvolvimento de coldnias de Str. thermophilus no agar LP-MRS. No entanto,
este agar LP-MRS apresentou contagens elevadas para L. casei em separado. Assim, verificou-se
a adequacédo do agar LP-MRS para contagem seletiva do probidtico L. casei na presenca de Str.
thermophilus. Do mesmo modo, o 4gar M17 mostrou-se adequado para a contagem seletiva de Str.
thermophilus na presenca de L. casei. A importancia da verificacdo da efetividade de meios
seletivos para contagens em separado de bactérias do fermento latico tradicional e probioticas
pode ser verificada em trabalhos desde a década de 1970 até os anos mais recentes como é o
caso dos trabalhos de Lena et al (2015), Karimi et al (2012) e Faleiro et al (2015).

3.2. Etapa 3: Resultados das contagens microbianas, pH e acidez das bebidas lacteas

com 6bleo de cartamo e polidextrose fermentadas por L. casei +Str. thermophilus
Nas Tabelas 2 e 3, a seguir estdo apresentados os resultados das contagens de células
viaveis do probiotico, o pH e a acidez das bebidas lacteas fermentadas.

Amostras das 11 formula¢des das bebidas com éleo de cartamo e polidextrose fermentados

por L. casei e Str. thermophilus foram avaliadas também para a presenca de coliformes, contudo,
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as contagens para estes grupos de microrganismos ficaram abaixo do limite de deteccdo do

método.

Tabela 2. Contagens de L. casei (UFC/g) em LP-MRS das formulagfes (F) com diferentes concentracdes de
6leo de cartamo e polidextrose.

Resultado das contagens (UFC/ g)

Tempo de
estocagem F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11

(dias)
8 8 8 7 8 8 7 8 8 7 8
1 8,3x10° 6,6x10° 1,9x10° 4,0x10" 1,0x10° 1,9x10° 2,0x10° 1,0x10® 4,5x10%® 4,0x10" 1,4x10
10 5,3x10° 4,9x10®° 3,1x10®° 9,0x10° 8,0x10" 8,0x10° 2,0x10° 5,0x10° 3,5x10° 2,0x10° 2,4x10°
21 4,6x10° 3,7x10° 5,4x10° 4,0x10° 9,0x10° 2,5x10° 1,0x10° 5,0x10° 2,2x10°® 3,0x10" 1,3x10°
30 4,6x10° 3,7x10® 7,0x10° 4,0x10° 8,0x10° 1,0x10° 4,0x10° 3,0x10° 1,4x10® 1,0x10" 1,7x10°
45 1,4x10° 9,5x10° 8,8x10° 4,0x10° 4,0x10° 3,0x10° 1,0x10° 4,0x10" 1,3x10®° 2,0x10" 1,8x10°

UFC/ g — Unidade formadora de col6nia por grama de amostra

As contagens de Str. thermophilus em todas as bebidas, mesmo aos 45 dias de estocagem

refrigerada, ficaram ao redor de 10® UFC/g.

A adicdo de dleo de cartamo ndo afetou negativamente a viabilidade das células do
probidticoL. casei. As contagens deste probidtico apos 45 dias de estocagem refrigerada se
mantiveram entre 10’ e 10° UFC/ g. Considerando a porgédo de consumo para bebidas lacteas
constante da Portaria 359/2003 (ANVISA) como sendo de 200g ou mL e também a determinacao
para contagens de probidticos na porgéo do alimento (10° a 10° UFC na porcéo) determinada na
“Lista de alegacdes de propriedade funcional“ (BRASIL, 2003) (BRASIL, 2008), todas as bebidas

lacteas deste estudo atendem esta exigéncia.

A possibilidade de adicdo de 6leo de cartamo sem alteracdes na viabilidade do probidtico é
importante para definir o uso deste ingrediente com beneficios a salde em bebidas lacteas

fermentadas probiéticas contendo L. casei.

Os valores de acidez verificados apés a fabricacdo e ao longo de 45 dias de estocagem
refrigerada das bebidas fermentadas contendo 6leo de cartamo ficaram dentro da faixa
preconizada na Instrugdo Normativa n° 46/2007 que é de 0,6 a 2,0g acido latico/ 100g (BRASIL,
2007).
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Tabela 3. Resultados das analises de acidez' (% de &cido latico/ 100g produto) e pH das bebidas lacteas
fermentadas com L. casei e Str. thermophilus e com adicdo de diferentes teores de 6leo de cartamo e
polidextrose durante 45 dias de estocagem.

Acidez / pH

Dia 1 Dia 10 Dia 21 Dia 30 Dia 45

Formulacbdes  Acidez pH Acidez pH Acidez pH Acidez pH Acidez pH

0,798 0,922 0,951 0,992 1,020
1 0,003i 4,55 0,006i 4,40 0,003i 4,33 0,002i 4,20 0,007i 411
2 06 ?00165 4,72 06 ,90016; 4,47 OO' ’908075 4,35 06 ,9092]5 4,22 16 ?03005 4,12
3 0(,)?(%)3(;33i 4,67 0(3 ?06(;15 4,38 OO, ,902178i 425 1(3 ,002055i 4,20 1(3 ,005034i 4,09
4 0(3,708103i 4,83 0(;303093i 4,49 00,?06034i 4,40 O(fOSOOA‘ri 4,43 0(;307082i 4,32
5 0(3,707031i 4,83 0(3,704186i 4,53 OO,fSOOO?Si 4,62 0(;309075i 4,31 O(fOOOlZI.i 4,42
o W U a0 R w0 W
7 06?080971 4,85 06?090111 4,69 OC; ,7030431 4,59 00,7; 0361 4,59 06,7050651 4,50
8 00’?075131 4.85 00,,701190i 4.64 OC; ,70&-)026i 4,53 00,,7070:1-3i 4,49 00,,708038i 4,39
o O,SC? . 4,53 00,,806067i 4,29 OCf)03067i 4,43 00,,809085i 4,35 1015)00035i 4,32
10 00' ,7; Olj_i 4,84 00' ,7060831 4,57 OC; ,7080731 4,49 00' ,709035 4,51 00' ,8010031 4,38
WS e UM L ORE L 0 o

! média de trés determinacdes
3.3. Avaliacdo da tendéncia da resposta acidez ao |l ongo da vida de prateleira das bebidas
lacteas

A Figura 1 mostra o comportamento da variavel resposta acidez nos dias de vida de prateleira

avaliados.
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Figura 1. Resultados de acidez de cada uma das 11 formula¢des do planejamento experimental nos dias de
vida de prateleira analisados (1, 10, 21, 30 e 45 dias)

Valores muito baixos de pH e muito altos de acidez podem comprometer a aceitabilidade de
bebidas lacteas fermentadas e também a viabilidade de probitticos presentes. Contudo, os valores
de pH e acidez verificados ao longo dos 45 dias de estocagem refrigerada das bebidas
fermentadas neste estudo ndo atingiram niveis que afetassem a viabilidade do probiotico, que foi
bastante adequada. Os dados obtidos para pH e acidez no presente projeto foram semelhantes
aqueles encontrados por Espirito Santo (2012) em sua tese onde avaliou iogurtes probi6ticos com
fibras. Também nos trabalhos de Zacarchenco, Massaguer-Roig (2004, 2006), Miguel, Rossi (2003)

com leites fermentados os valores de pH e acidez se assemelham.

3.4. Resultados das contagens microbianas, pH e acidezd  as bebidas lacteas com 6leo de

cartamo e polidextrose sem adi¢do de fermentos

Na tabela 4, a seguir estdo apresentados os resultados de pH e acidez nas bebidas lacteas

com 6leo de cartamo e polidextrose sem adicdo de fermentos
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Tabela 4. Resultados das analises de acidez (°Dornic) e pH das bebidas com adicédo de diferentes teores de
oleo de cartamo e polidextrose ap6s 1 dia de producéo.

Formulacdes pH Acidez '
1 6,67 20,2701
6,63 22,2477

3 6,64 20,7645
4 6,50 18,9329
5 6,63 19,9999
6 6,62 18,7301
7 6,55 16,5872
8 6,53 16,5872
9 6,64 19,8824
10 6,54 16,2521
11 6,64 21,7533

! média de trés determinacdes, resultado obtido em °Dornic.

Amostras das 11 formulagbes das bebidas lacteas com éleo de cartamo e polidextrose sem
adicdo de fermento foram avaliadas para a presenca de coliformes e bactérias laticas totais,
contudo, as contagens para estes grupos de microrganismos ficaram abaixo dos limites de

deteccao dos métodos.

4. CONCLUSAO

Ao final de 45 dias de estocagem refrigerada as contagens de células viaveis de L. casei +
Str. thermophilus nas bebidas lacteas fermentadas com diferentes concentracbes de Oleo de
cartamo e polidextrose mantiveram-se acima do que a ‘“Lista de alegacbes de propriedade
funcional aprovadas” da ANVISA determina para probiéticos na porcédo de consumo que é de 200g
ou mL para bebidas lacteas. Isto demonstra que a adicdo do Oleo de cartamo nas concentracfes
avaliadas para estes microrganismos ndo influenciou sua viabilidade durante estocagem, o que é
importante para definir o uso deste ingrediente com beneficios a salde em bebidas lacteas

fermentadas probiéticas contendo L. casei.

10
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