Universidade
Estadual de LondRrina

NAIARA RAMOS RICARDO

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE LEITE
FERMENTADO COM Viili ADICIONADO DE Curcuma longa

Londrina
2014



NAIARA RAMOS RICARDO

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE LEITE
FERMENTADO COM Viili ADICIONADO DE Curcuma longa

Dissertacao apresentada ao Programa de POs-
Graduagdo, em Ciéncia de Alimentos da
Universidade Estadual de Londrina, como
requisito parcial a obtencao do titulo de Mestre
em Ciéncia de Alimentos.

Orientadora: Profa. Dra. Sandra Garcia.

Londrina
2014



Catalogacao elaborada pela Divisao de Processos Técnicos da Biblioteca Central da
Universidade Estadual de Londrina

Dados Internacionais de Catalogacao-na-Publicacio (CIP)

R488d Ricardo, Naiara Ramos.
Desenvolvimento e caracterizac¢do de leite fermentado com Viili, adicionado de
Curcuma Longa / Naiara Ramos Ricardo. — Londrina, 2014.
70 f. il

Orientador: Sandra Garcia.

Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual
de Londrina, Centro de Ciéncias Agrarias, Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia
de Alimentos, 2014.

Inclui bibliografia.

1. Leite fermentado — Teses. 2. Alimentos funcionais — Teses. 3. Clrcuma —
Teses. 4. Probidticos — Teses. 5. Lactobacilo — Teses. 6. Antioxidantes — Teses.
I. Garcia, Sandra. II. Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias
Agrarias. Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia de Alimentos. III. Titulo.

CDU 664:637.1




NAIARA RAMOS RICARDO

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE LEITE
FERMENTADO COM Viili ADICIONADO DE Curcuma longa

Dissertacdo apresentada ao Programa de PG4s-
Graduacdo, em Ciéncia de Alimentos da
Universidade Estadual de Londrina, como
requisito parcial & obtencéo do titulo de Mestre
em Ciéncia de Alimentos.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Profa. Dra. Sandra Garcia
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Profa. Dra. Luciana Furlaneto-Maia
Universidade Tecnologica Federal do Parana
- UTFPR

Profa. Dra. Sandra Helena Prudencio
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Londrina, 16 de setembro de 2014.



Aos meus pais que sempre me
apoiaram e me incentivaram aos
estudos. A minha mae Vera Lucia que
me incentivou e esteve ao meu lado,
ao meu pai Olair pelo seu exemplo de
forca e determinagao para o trabalho e
estudo.

Aos meus irmaos Naiade e Junior, que
sempre estiveram ao meu lado e me

ajudaram.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela vida, por me abencoar e iluminar em todos os momentos.

A professora Sandra Garcia pela oportunidade de ser por ela orientada e pelos

diversos ensinamentos.

Aos mais que colegas de pesquisa, pessoas que foram além do seu dever comum,
pessoas especiais a quem tenho a honra de chamar de amigos. Amigos que me
ajudaram dentro e fora do laboratério, com questdes de pesquisa e pessoais. Muito
obrigada Karla Bigetti Guergoletto, Marli Busanello, Marsilvio de Moraes Lima Filho e

Suzana Tiemi Matsubara.

Quero também agradecer aos amigos da minha turma de mestrado Bruna Yoshida,
Fernanda Carla Henrique, Fernando Sanches, Leniza Ludwig, Marcela Colombo,
Melina Cardoso, Natalia Niguma, Rodolfo Campos Zanin e Thanise Piteli, pela

companhia e por sempre se mostrarem dispostos a me ajudar.
Aos colegas de laboratérios pelo constante apoio e forga.

Aos professores e funcionarios do Departamento de Ciéncia de Alimentos da UEL,
pelos servigos prestados e pelo conhecimento transmitido, especialmente aos

Professores Wilma Spinosa e Newton Arakawa.



“O que for a profundeza do teu ser, assim sera o teu desejo.
O que for o teu desejo, assim sera tua vontade.
O que for a tua vontade, assim serao teus atos.
O que forem teus atos, assim sera teu destino.”

(Brihadaranyaka Upanishad)



RICARDO, N. R. Desenvolvimento e caracterizagdo de leite fermentado com Viili,
adicionado de Curcuma Longa. 2014. 70f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de
Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

A promocao da salde através de uma alimentacdo adequada € uma preocupacdo cada vez
maior no cotidiano de muitas pessoas, sendo assim a procura por alimentos saudaveis e
funcionais é crescente. Os produtos lacteos estdo na linha de frente no desenvolvimento de
alimentos funcionais. O trabalho teve como objetivo desenvolver um leite fermentado pela
cultura mista de viili, produtora de exopolissacarideos (EPS), com a adicdo do corante
natural Curcuma longa. A cultura mista utilizada contém entre outros microrganismos o
Lactococcus lactis, considerado probiético pela legislacao brasileira. A Curcuma longa foi
adicionada como corante e também por agregar propriedades funcionais e antioxidantes.
Foram elaboradas 6 formulagdes de leite fermentado: Ns (leite fermentado puro); Nc (leite
fermentado adicionado de carcuma — 0,6% m/v); As (leite fermentado adicionado de acucar -
10% (m/v); Ac (leite fermentado adicionado de acucar 10% (m/v) e circuma 0,6% (m/v)); Ss
(leite fermentado adicionado de sal 1,3% (m/v)); Sc (leite fermentado adicionado de sal 1,3%
(m/v) e circuma). As amostras foram armazenadas por 30 dias e submetidas a anélises no
1°, 15° e 30° dia de estocagem. Todas as formulacdes apresentaram ao longo dos 30 dias
de armazenamento contagem para Lactococcus lactis entre 108 e 109 UFC/mL, portanto,
pode-se alegar tratarem-se de produtos probiéticos. A composi¢cdo centesimal apresentou-
se estavel durante o armazenamento a 4°C, a umidade das formulacdes variou entre 85,00
e 90,16 %, os valores de cinzas foram de 0,68 a 2,32 %, o teor proteico de 3,06 a 3,9 %. As
amostras sem a adicdo de curcuma na formulacdo apresentaram em média para o
parametro L* valores de 79,10, 80,92 e 81,50 respectivamente para as amostras Ns, As e
Ss, sendo estas as mais claras comparadas as amostras Nc¢, Ac e Sc que tiveram adicdo de
curcuma em sua formulacdo tendo em média para L* valores de 75,52, 77,57 e 77,90.
Durante o armazenamento, o pH das amostras apresentou reducgdo significativa. Os
produtos apresentaram uma variacdo na acidez que foi de 0,90 a 1,4 % de acido latico. Nas
formulacdes adicionadas de curcuma foi verificado que o0s pigmentos curcumindides
mantiveram-se presentes nas amostras até o final da estocagem. Para os Compostos
Fendlicos Totais as amostras sem a adicao da carcuma, Ns, As, Ss apresentaram variacao
de 66,15 a 92,39 mg equivalentes de acido gélico/100g. As amostras com adicdo da
curcuma em po variaram entre 91,65 a 130,88 mg equivalentes de acido galico/100g. As
quantidades de EPS nas amostras sem adicdo de acUcar variaram entre 74,48 e 93,19mg/L.
A maxima viscosidade das amostras sem adicdo de acucar foi de 896,76 cP. A aceitacdo
sensorial para o produto adicionado de sacarose variou entre 4,5 e 5,3, para o produto
adicionado de cloreto de sddio a aceitacao foi de 7,2, sendo que utilizou-se para a avaliacdo
uma escala hedbnica de nove pontos estruturados variando de “Desgostei Extremamente
(1)" a “Gostei Extremamente (9)".

Palavras-chave: Lactococcus lactis. Probidtico. Carcuma. Antioxidante.



RICARDO , N. R. Development and Caracterization of fermented milk by a mixed
culture Viili and added of Turmeric. 2014. 70p. Dissertation (Master's degree in Food
Science) — Universidade de Londrina, Londrina , 2014.

ABSTRACT

The promotion of health through proper nutrition is a growing concern in daily lives of many
people, so the demand for functional foods is increasing . Dairy products are the mainly
reserch group of functional foods. This study aimed to develop a fermented milk cultured by
a mixed culture EPS producer and the product had the natural dye Turmeric added. The
mixed culture used is called viili, its contains several microrganisms, one of them is the
Lactococcus lactis, considered as a probiotic by Brazilian law. The Turmeric was added as a
dye and also for its functional and antioxidant properties. Six fermented milk formulations
were prepared: Ns (pure fermented milk), Nc (fermented milk added turmeric - 0.6% wi/v); As
(fermented milk sugar added 10% w/v); Ac (fermented milk added turmeric - 0.6% w/v and
sugar added 10% wi/v); Ss (fermented milk added salt 1.3% w/v); Sc (fermented milk added
salt 3% w/v and turmeric ). The samples were stored for 30 days and subjected to analysis in
the 1st, 15th and 30th day of storage. All formulations had Lactococcus lactis counts
between 10s and 109 CFU / mL, so they can considered probiotic. The proximate
composition was stable during storage at 4 ° C, the moisture of the formulations ranged
between 85.00 and 90.16%, ash values were 0.68 to 2.32 %, and the protein content of 3.06
to 3.9 %. Samples without the addition of turmeric in the formulation had on average L *
parameter of 79.10; 80.92 and 81.50 respectively for the samples Ns, As and Ss, and these
samples were lighter than samples Nc, Ac and Sc that have added turmeric to the
formulation with average L * 75.52; 77.57 and 77.90. During storage, the pH of the samples
showed a significant reduction. The product showed a variation in acidity of 0.90 to 1.4%
expressed in lactic acid. Formulations added turmeric presented curcuminoids unchanged in
all samples until the end of storage. Total Phenolic Compounds for the samples without
turmeric addition, Ns, As, Ss, showed variation from 66.15 to 92.39 mg of gallic acid
equivalents/100g. Samples with addition of turmeric powders ranged from 91.65 to 130.88
mg of gallic acid equivalents/100g. EPS quantities in samples without sugar addition, were
between 74,48 and 93,19 mg/L. The viscosity of the sugar free samples reached a maximum
value of 896.76 cp. The overall sensorial acceptance of the product added to sucrose ranged
from 4.5 to 5.3, the acceptance of the product added to sodium chloride was 7.2, the nine
point hedonic scale was used for the evaluation this, with points ranging from "extremely
disliked (1)" to "Extremely Liked (9)."

Keywords : Lactococcus lactis. Probiotic. Turmeric. Antioxidant.
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1 Introducéo

O conceito de alimentos funcionais surgiu no Japéao, por volta da
década de 80, sendo que esses produtos seriam capazes de proporcionar
beneficios fisioldgicos e reduzir problemas de saude, quando consumidos como
parte de uma dieta normal.

O mercado para produtos saudaveis tem aumentado
significativamente, o que estimula a pesquisa e o desenvolvimento de novos
ingredientes e produtos com apelo de reduzir o risco de doengas e proporcionar
uma vida mais saudavel. O interesse das pessoas por uma alimentacio
saudavel e pela pratica de exercicios fisicos aumentou nas ultimas décadas,
com a conscientizagdo em relagdo a saude e qualidade de vida. Este
comportamento dos consumidores é um dos fatores para o desenvolvimento de
novos alimentos funcionais.

Os alimentos funcionais sdo aqueles que consumidos como parte
de uma dieta convencional, tém a capacidade de regular fungdes corporais de
forma a auxiliar na protecédo contra doengas como hipertensao, diabetes, cancer,
osteoporose e coronariopatias. Apresentam propriedades benéficas além das
nutricionais basicas, sendo apresentados na forma de alimentos comuns. Sao
todos os alimentos ou bebidas que, consumidos na alimentagdo cotidiana,
podem trazer beneficios fisioldgicos especificos, além de prevenir o risco de
ocorréncia de determinadas doencgas.

Os probidticos estdo dentro da classe dos compostos
considerados funcionais, sao eles microrganismos vivos que podem ser
agregados como suplementos na dieta, afetando de forma benéfica o
desenvolvimento da flora microbiana no intestino, sao utilizados para prevenir as
infecgdes entéricas e gastrointestinais. A definicdo internacional atualmente
aceita é de que os probidticos sdo microrganismos vivos, administrados em
quantidades adequadas, que conferem beneficios a saude do hospedeiro.

Os produtos lacteos estdo na linha de frente no desenvolvimento
de alimentos funcionais, leites fermentados e iogurtes contendo probiéticos, com

o apelo de beneficios a saude sdo cada vez mais comuns no mercado.
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O viili € um leite fermentado que contém Lactococcus lactis,
microrganismo considerado como probidtico pela legislagao brasileira. Trata-se
de um produto lacteo bastante viscoso, tradicional dos paises nordicos, mais
encontrado na Finlandia. E fermentado por uma cultura mista, composta
principalmente por Lactococcus lactis subsp. cremoris, que produz
exopolissacarideos (EPS), conferindo assim a intensa viscosidade caracteristica.
Varios beneficios funcionais tém sido atribuidos ao Vviili, incluindo atividade
antioxidante, antiinflamatéria, anticancerigena e promog¢ao da imunidade
natural.

A curcuma é rica em compostos fendlicos, que possuem uma série
de propriedades consideradas funcionais, € utilizada como corante em alimentos
e bebidas, como condimento, como saborizante e como medicamento. E
bastante interessante como corante por ser um produto natural e possuir
caracteristicas de cor semelhantes as da tartrazina, um corante sintético
utilizado na industria alimenticia, que pode provocar reagdes adversas ao
homem. Na medicina indiana € amplamente empregada, sendo utilizada no
tratamento de doencgas de pele, disturbios estomacais, doengas do figado e em
caso de comprometimento das vias nasais. A curcuma tem ainda varias outras
aplicagdes levando-se em conta suas propriedades como diurético, excitante
antioxidantes, antimicrobiana, antinflamatdria e anticancerigena.

Devido a crescente expansao de produtos lacteos no segmento de
alimentos funcionais, o objetivo deste trabalho foi desenvolver diferentes
formulagcdes de um leite fermentado, denominado viili, com exopolissacarideos
(EPS) e contendo Lactococcus lactis probidticos, adicionado de um corante
natural, ingrediente que apresenta propriedade funcional e antioxidante.
Caracterizar e analisar a viabilidade dos microrganismos e compostos
constituintes das formulagdes, ao longo de 30 dias de armazenamento a 4°C, a
fim de possibilitar alegacdes de beneficios a saude com a ingestao dos produtos.
Realizar também uma analise sensorial para verificar a aceitacido dos leites

fermentados por consumidores em potencial.
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2 Reviséo Bibliografica

2.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

O conceito de alimentos funcionais surgiu no Japdo, por volta da
década de 80, sendo eles capazes de proporcionar beneficios fisiolégicos e
reduzir o risco de doengas, quando consumidos como parte de uma dieta
normal. O consumo regular de alimentos funcionais pode reduzir as chances de
ocorréncia de certos tipos de cancer, doencas do coracido, osteoporose,
problemas intestinais e muitos outros problemas de saude. Os produtos lacteos
estdo na linha de frente no desenvolvimento de alimentos funcionais. Os leites
fermentados tém sido tradicionalmente considerados benéficos para a saude.
Produtos lacteos funcionais, contendo probidticos estdo cada vez mais
disponiveis no mercado (BRANDAO, 2002; LAJOLO, 2005; FUFOSE, 2011).

A demanda por alimentos saudaveis teve aumento significativo nas
ultimas décadas, e o interesse das pessoas por uma alimentagdo saudavel, tem
impulsionado o desenvolvimento de alimentos funcionais, com um ou mais
ingredientes que contribuem de forma benéfica para a saude humana. Estes
produtos contém o apelo de reduzir os riscos de problemas relacionados a
saude e proporcionar uma vida mais saudavel (PINHEIRO, et al., 2005, MOIRA,
2003).

Os alimentos e ingredientes funcionais podem ser classificados
quanto a sua fonte: podem ser de origem vegetal ou animal, ou quanto aos
beneficios que oferecem, atuando em seis areas do organismo: no sistema
gastrointestinal; no sistema cardiovascular; no metabolismo de substratos; no
crescimento, no desenvolvimento e diferenciacéo celular; no comportamento das
funcbes fisioldgicas e como antioxidantes (SOUZA, et al., 2003).

De acordo com o Functional Food Science in Europe (FUFOSE)
um alimento pode ser considerado como "funcional" desde que seu beneficio a
uma ou mais fungdes no organismo sejam satisfatoriamente demonstrados,
além de promover efeitos nutricionais adequados, sendo relevante para um
estado melhor de saude e bem-estar e/ou reducdo do risco de doencas. Os

alimentos funcionais néo incluem comprimidos ou capsulas, devem demonstrar
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seus efeitos em quantidades normalmente consumidas na dieta. Assim um
alimento funcional pode ser um alimento natural em que um dos componentes
foi melhorado, um alimento ao qual um componente foi adicionado para fornecer
beneficios, ou um alimento a partir do qual um componente foi removido para
minimizar os efeitos adversos a saude (FUFOSE 2011).

No Brasil, o Ministério da Saude, através da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), regulamentou os Alimentos Funcionais através
das seguintes resolugdes: ANVISA/MS 16/99; ANVISA/MS 17/99, Resolucao
ANVISA/MS 18/99 e ANVISA/MS 19/99. De acordo com a Anvisa, as alegagdes
de propriedades funcionais podem fazer referéncias a manutengédo geral da
saude, ao papel fisiolégico e a reducao de risco de doencgas. Nao sao permitidas
alegacdes que fagam referéncia a cura ou prevencao de doencgas. O alimento ou
ingrediente que alegar propriedades funcionais ou de saude pode, além de
funcbes nutricionais basicas, quando se tratar de nutriente, produzirem efeitos
metabdlicos e ou fisioldgicos e ou efeitos benéficos a saude, devendo ser seguro
para consumo sem supervisdao médica. O registro de um alimento funcional s6
pode ser realizado apds ser cientificamente comprovada a alegagéo de
propriedades funcionais ou de saude com base no consumo previsto ou
recomendado pelo fabricante (BRASIL, 1999a; BRASIL, 1999b BRASIL, 1999c;
BRASIL, 1999d).

2.2 PROBIOTICOS

A historia dos probidticos comegou no inicio de 1900, gragcas a
Metchnikoff, a partir de seus estudos no Instituto Pasteur, partindo da
observacdo de que pastores Caucasianos viviam mais que os habitantes de
Paris e que os norte-americanos, ele sugeriu que a longevidade dos pastores
era devido ao grande consumo de leite fermentado, que era considerado uma
fonte de microrganismos "bons" e " anti- putrefantes" (CARAMIA e SILVI, 2011).
Desde entdo muitos efeitos benéficos a saude tém sido atribuidos aos

probidticos, como protecdo contra problemas gastrointestinais, estimulagdo do
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sistema imune, atividade antimutagénica e anticancerigena, modulacdo da
microbiota intestinal, além de supressao de bactérias patogénicas (SHAH, 2007).

Diversas definicbes de probiodticos foram publicadas ao longo dos
anos sendo, internacionalmente aceita, a definicdo de que sdo microrganismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, afetam
positivamente a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2001; SANDERS, 2003). No
Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) define probidticos
como microrganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano
intestinal, produzindo efeitos benéficos a saude do individuo (BRASIL, 2002).

Varios beneficios sdo possiveis a partir de tais microrganismos,
incluindo o controle de infecgdes intestinais, o controle de niveis de colesterol,
influéncias positivas sobre o sistema imunolégico, a melhoria de utilizacdo da
lactose em pessoas que n&o a digerem bem, além de agéo anticarcinogénica. A
regulagdo da composicdo da microbiota intestinal, por exemplo, pela
administracao de prebidticos e probidticos, oferece a possibilidade de influenciar
o desenvolvimento da mucosa e da imunidade sistémica (GILLILAND, 2001).

As bactérias acido lacticas (LAB), de alguns géneros considerados
probiodticos, podem garantir a homeostase intestinal, além de interagir com
células epiteliais, bem como com as células imunoldgicas associadas com o
intestino para induzir a ativagao do sistema imune (GALDEANO, et al., 2010).

A Anvisa lista alguns microrganismos considerados probidticos
pela legislagao brasileira, sdo eles: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei
shirota, Lactobacillus casei variedade rhamnosus, Lactobacillus casei variedade
defensis,Lactobacillus paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium animallis (incluindo a subespécie B. lactis), Bifidobacterium
longum, Enterococcus faecium. A alegacado que pode estar relacionada a esses
microrganismos é de que “O (indicar a espécie do microrganismo) (probiotico)
contribui para o equilibrio da flora intestinal. Seu consumo deve estar associado
a uma alimentagao equilibrada e habitos de vida saudaveis” (BRASIL 2008).

Os probidticos também tém sido relatados como benéficos para
suprimir a diarréia, aliviar a intolerancia a lactose e complicacbes pos-
operatorias, reduzir os sintomas do intestino irritavel, prevenir a doenca

inflamatoéria do intestino (IBD), além de exibirem atividades antimicrobiana e
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anticancerigena por meio de varios mecanismos propostos. Para obtencéo
desses efeitos benéficos, os probidticos devem ser capazes de sobreviver dentro
do trato gastrointestinal e serem mantidos em niveis suficientemente elevados
no intestino (FUNG, et al., 2011; BRASIL, 2007).

A maioria das células probidticas administradas exercem beneficios
a saude através da adesdo as ceélulas intestinais. No entanto, tém sido
recomendado que a administragdo oral de probidticos seja continuada em bases
diarias, uma vez que as ceélulas sdo constantemente eliminadas do aparelho
digestivo através das fezes e de mudangas fisiologicas do hospedeiro e/ou
administracado de agentes anti-microbianos, tais como antibioticos (FUNG, et al.,
2011).

A dose de probidticos para efeitos benéficos ocorre pela
administracdo oral de uma determinada quantidade de microganismos. A
legislagao brasileira (BRASIL 2007) preconiza ser necessario entre 108 e 10°
UFC na porgao diaria, para que o produto com probidticos possa conter
alegacao de que contribui para o equilibrio da flora intestinal. No entanto alguns
autores como Lourens e Viljoen, (2001), sugerem que 108 e de 107 -108 UFC/mL,

ja seriam suficientes.

2.3 LEITE FERMENTADO

O uso do leite fermentado e iogurte sdo parte da histéria do
homem, estdo presentes em lendas desde os primeiros tempos da antiguidade.
Na época dos antigos gregos e romanos, o consumo de leite fermentado foi
recomendado como um tdnico, especialmente para criangas e convalescentes
(CARAMIA E SILVI, 2011).

Os leites fermentados podem ou nao serem adicionados de outras
substancias alimenticias, sao produtos obtidos por coagulagao e diminui¢gdo do
pH do leite, ou leite reconstituido, adicionados ou ndo de outros produtos
lacteos, por fermentagao lactica mediante acdo de cultivos de microrganismos

especificos, os quais devem ser viaveis, ativos e abundantes no produto final
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durante o prazo de validade. De acordo com o Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Leites Fermentados, os cultivos ou microrganismos
empregados na fermentacao definem a denominagdo do produto que pode ser
iogurte, leite fermentado, leite aciddfilo, kefir, kumys e coalhada (BRASIL-MAPA,
2007).

A fermentacdo do leite melhora a preservagao, caracteristicas
sensoriais € o valor nutritivo de seus produtos. A fermentagcdo da lactose
durante o crescimento bacteriano provoca a acidificagdo do leite e inibe o
desenvolvimento de microrganismos patogenicos. Outro efeito da acidificagéo é
a neutralizagdo das cargas negativas nas proteinas do leite, resultando em
coagulagdo. O acido latico confere aos produtos fermentados, seu agradavel
sabor acido e fresco. Além disso, as bacterias acido laticas convertem acucares,
acidos organicos, proteinas e gorduras nos componentes tipicos de aroma e
sabor (RUAS-MADIEDO et al., 2002).

O leite fermentado mais conhecido e consumido no Brasil é o
iogurte, cuja fermentacdo deve ser realizada com cultivos de Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, aos
quais podem ser acrescentadas outras bactérias acido-laticas (BRASIL-MAPA,
2007).

2.3.1 Vil

O viili € um leite fermentado bastante viscoso, tradicional dos
paises nordicos, mais encontrado na Finlandia. O produto lacteo era comumente
produzido em fazendas para conservar o leite durante o verdo em que a
producdo de leite era mais alta. A producao industrial de viili comecou na
década de 1950, com tempo de fermentagdo de aproximadamente 20 horas a
20°C, sendo o pH final por volta de 4,3 e acidez de 0,9 %. Tradicionalmente, €&
feito a partir de leite ndo homogeneizado, o que resulta na formagcdo de uma
camada de creme na superficie do leite (LEPORANTA, 2003)

A fermentacao é realizada por uma cultura starter mesofilica, que

contém Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lac. lactis subsp. lactis biovar.
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diacetylactis e Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, juntamente com um
fungo (Geotrichum candidum), que cobrem a superficie do produto (TAMIME E
MARSHALL, 1997; VASILJEVIC E SHAH, 2008).

A cultura mista € composta principalmente por Lactococcus lactis
subsp. cremoris, que produz exopolissacarideos (EPS), conferindo assim a
intensa viscosidade caracteristica. O EPS do villi € um pentassacarideo
composto de galactose, glucose, ramnose e em semelhante proporgao (2:2:1), e
tem uma natureza anibénica, devido a presenga de um grupo fosfato. Apresenta
massa molecular médio de cerca de 2000 kDa. Estudos tem sugerido que este
biopolimero poderia reduzir o nivel de colesterol no sangue de ratos mediada
pela estimulacdo mitogénica da atividade de linfécitos B. Varios beneficios
funcionais tém sido atribuidos ao \viili, incluindo atividade antioxidante,
antiinflamatoria, anticancerigena e promogao da imunidade natural (LIU, et al.,
2010, VASILJEVIC E SHAH, 2008).

A cultura de viili contém Lactococcus lactis, que consta como
probidtico na legislacdo brasileira de acordo com a Agéncia Nacional de
Vigildncia Sanitaria (Anvisa) na lista de “Alimentos com alegagbes de
propriedades funcionais e ou de saude, novos alimentos/ingredientes,
substancias bioativas e probidticos” (BRASIL, 2007).

Bactérias acido lacticas produtoras EPS sdo comumente usadas
como culturas starters na fabricacdo de kefir, iogurte, e alguns leites
fermentados escandinavos, como “landfil" na Suécia, ou "Viili" na Finlandia
(DUBOC e MOLLET, 2001).

Este leite fermentado possui um sabor Unico devido a acado de
bactérias acido lacticas da cultura mista, com um gosto amargo resultante do
crescimento do fungo Geotrichum candidum, que forma uma superficie
aveludada, ha também uma variacdo sem o fungo (LEPORANTA, 2003). Uma
gama de produtos do tipo viili estdo disponiveis na Finlandia incluindo baixo teor
de gordura e baixa quantidade de lactose. Ele € consumido principalmente no
café da manha e como lanche (TAMIME, et al., 2005). Além disso, o viili
também contém leveduras Kluyveromyces marxianus e Pichia fermentans, todos

microrganismos formam um sistema de simbiose unica (LIU, et al., 2010).
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2.4 EXOPOLISSACARIDEOS

Os exopolissacarideos (EPS) séo polissacarideos de cadeia longa,
consistindo de unidades repetitivas de agucares ou derivados de acgucar. Eles
estdo presentes na superficie de muitas bactérias, incluindo algumas bactérias
acido laticas (LAB) e podem estar ligados a superficie bacteriana formando uma
capsula, fracamente ligados, ou podem ser totalmente secretados no meio
ambiente (RAMCHANDRAN & SHAH, 2010).

Em geral, as bactérias produtoras de EPS apresentam boas
propriedades de aderéncia que podem ser de interesse para a colonizagao
transitoria do intestino. Os EPS podem interagir com as células hospedeiras, e
dessa forma sao de interesse bioldgico, biotecnolégico ou médico (MORAN et
al., 2009; LOPEZ, 2011). Além disso os EPS podem apresentar uma vantagem
seletiva para as bactérias probiéticas, a fim de sobreviver as condi¢cdes adversas
do trato gastrointestinal apds a ingestdo de alimentos (SALAZAR et al., 2011;
PILHA et al., 2010).

As LAB produtoras de EPS ganharam atencédo consideravel na
industria, elas tém sido tradicionalmente utilizadas para a fabricacdo de produtos
lacteos fermentados, devido a sua capacidade de conferir atributos sensoriais
desejaveis, como aumento da viscosidade, da consisténcia e melhora da
estabilidade e textura. Os EPS produzidos pelas bactérias acido laticas sao uma
alternativa natural em substituicdo a aditivos comerciais de origem vegetal ou
animal, sendo que o uso de EPS pode resultar em um produto final seguro,
natural e saudavel, com textura e estabilidade melhoradas, que pode ter um
importante impacto sobre o desenvolvimento de novos produtos (RUAS-
MADIEDO, SALAZAR, REYES- GAVILAN, 2009).

Em estudo realizado por Denou et al. (2008) observaram que apos
a administragcdo oral de cepas de bifidobactérias produtoras de EPS em
suspensodes de leite, a populagao total de bifidobactérias no conteudo intestinal
de ratos aumentou significativamente, sendo capaz de modificar a populagao
bacteriana e a atividade metabdlica da microbiota intestinal. Um efeito
semelhante foi encontrado com os polimeros purificados de microrganismos
extraidos de fezes humanas (SALAZAR, RUAS- MADIEDO, et al., 2009). Alguns
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estudos com EPS, isolado de bacterias acido laticas, mostraram que eles foram
capazes de neutralizar o efeito de toxinas bacterianas e enteropatégenos,
conferindo assim um beneficio potencial para o hospedeiro (MEDRANO, et al.,
2009; RUAS - MADIEDO et al., 2010). Outros beneficios atribuidos aos EPS séo
a atividade antitumoral e imunoestimulante e efeito prebiotico (NISHIMURA -
UEMURA et al.,, 2003; KORAKLI, GANZLE, & VOGEL, 2002; SALAZAR,
GUEIMONDE, HERNANDEZ, RUAS-MADIEDO, & DE LOS REYES-GAVILAN,
2008).

De acordo com Marshall, Cowie e Moreton (1995) o EPS produzido
pelo Lactococcus lactis subsp. cremoris, € composto de galactose, glicose e
ramnose, possui uma massa molecular entre 1,7 e 40 kDa. Uma pesquisa de
Looijesteijn et al. (2001) mostrou que os EPS produzidos por Lactococcus lactis
subsp. cremoris NZ4010 protegem as bactérias contra varios fatores anti-
microbianos, tais como os bacteriéfagos, ions metalicos, nisina e lisosima. Além
destas funcdes bioldgicas, os EPS de LAB tem importancia tecnolégica na

producao de diversos produtos lacteos fermentados.

2.5 CURCUMA LONGA

A curcuma também é conhecida por agafrdo ou gengibre dourado,
€ uma planta de nome cientifico Curcuma longa L., da familia Zingiberaceae,
nativa do sul e sudoeste asiatico e extensivamente cultivada na india, China,
Taiwan, Japao, Burma, Indonésia, e no continente Africano (SCARTEZZINI e
SPERONI, 2000). A cultura foi introduzida no Brasil nos anos 1980, a planta é de
cultivo facil e apresenta a vantagem de nao exigir tratos culturais especiais,
desenvolvendo-se bem em diversas condigbes tropicais (SCARTEZZINI e
SPERONI, 2000). A Figura 1 mostra as imagens do rizoma e do p6é da curcuma.

E utilizada como corante em alimentos e bebidas, como
condimento, como saborizante e como medicamento (MARTINS e RUSIG, 1992;
MESA et al., 2000). Quanto as caracteristicas sensoriais, a curcuma tem odor
fracamente aromatico, lembrando o do gengibre, sabor picante e levemente

amargo (ANVISA, 2010). O interesse pela curcuma tem aumentado
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significativamente nos ultimos anos. Isto se deve ao fato de ser um produto
natural e possuir caracteristicas de cor semelhantes as da tartrazina, corante
amarelo sintético muito utilizado na industria alimenticia e farmacéutica, que

pode provocar reagdes adversas ao homem (SOMASUNDARAM et al., 2002).

Rizomas de Curcuma longa Curcuma em pod

Figura 1: Imagens da curcuma em forma de rizoma e em p6 (HIMESH et al., 2011).

Além de ser conhecida por suas propriedades corantes e
saborizantes, € bastante conhecida e explorada pela medicina asiatica
tradicional e tem sido utilizada ha 6.000 anos pela medicina Ayurveda, na india,
a qual emprega substancias naturais. E usualmente utilizada no tratamento de
doencas da pele, como pomada na cicatrizacdo de feridas; disturbios
estomacais, como ténico no tratamento de ulceras; doengas do figado; e em
caso de comprometimento das vias nasais como tosses e resfriados (AMMON &
WAHL, 1991). Ainda na medicina indiana, a curcuma tem sido utilizada como
antiinflamataério, antiartritico, regulador das fung¢des biliares e redutor do nivel de
colesterol, carminativo, anti-espasmaédico, antioxidante, anti-diarréico, diurético e
excitante (GOVINDARAJAN, 1980; AMMON & WAHL, 1991; RAMIREZ-BOSCA
et al., 1995; DUKE, 1997; CECILIO FILHO et al., 2000; GUL et al., 2004).

Através de estudos desenvolvidos utilizando extratos do rizoma da
curcuma foram identificadas atividades antioxidante, antimicrobiana,
antinflamatéria e anticancerigena (GOVINDARAJAN, 1980; RAMIREZ-
TORTOSA et al., 1998; LEE et al., 2003). San Lin (1994) avaliou e constatou a

eficiéncia de extratos de curcuma no tratamento de certos disturbios
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circulatérios, como angina e coagulos sanguineos originarios de traumas, de
colicas menstruais e dores relacionadas a insuficiéncia circulatéria.

A curcuma também pode ser considerada como nutracéutica,
principalmente pela presenca de componentes fendlicos em sua composicao,
que exercem efeito antioxidante. O termo nutracéutico define uma ampla
variedade de alimentos e componentes alimenticios com apelos médico ou de
saude. Sua agao varia do suprimento de minerais e vitaminas essenciais até a
protegao contra varias doencgas infecciosas (HUNGENHOLTZ e SMID, 2002). Os
nutracéuticos sao diferentes dos alimentos funcionais, pois enquanto que a
prevencdo e o tratamento de doengas (apelo médico) sédo relevantes aos
nutracéuticos, apenas a redugado do risco da doencga, e ndo a prevengao e
tratamento da doenca estdo envolvidos com os alimentos funcionais. Os
nutracéuticos incluem suplementos dietéticos e outros tipos de alimentos, os
alimentos funcionais devem estar na forma de um alimento comum (KWAK &
JUKES, 2001).

Além dos efeitos antioxidantes, varios beneficios tém sido
atribuidos a curcuma, incluindo atividade anticarcinogénica. Um trabalho feito
por Suhasin et al. (2011), mostrou que a adi¢do do extrato etandlico da curcuma
nas concentragbes de 0,5 a 1%, na dieta de ratos, inibiu significativamente
multiplicidade de tumores, a carga tumoral e incidéncia de tumores, quando a
administrada em fase inicial dos tumores.

A curcumina, um polifenol dietético encontrado na curcuma,
demonstrou de acordo com estudos, uma funcao anti-adipogénica. A curcumina
inibe a sintese dos acidos graxos, reprimindo o acumulo de lipidos. Através da
sua interagcdo com as vias de transducao de sinais diversos, a curcumina pode
inverter a resisténcia a insulina, hiperglicemia e outros sintomas inflamatorios

associados com a obesidade e doencas metabdlicas (BOAZ, 2011).

2.5.1 Compostos presentes na Curcuma longa

A composigao dos rizomas de curcuma € influenciada por fatores

como planta matriz, tipo de solo, clima, adubacgao, disponibilidade hidrica, época
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de colheita (primeiro ou segundo ciclo), tempo de armazenamento, dentre
outros. O amido € o componente presente em maior propor¢cao (25 a 50%),
seguido de proteina (4 a 10%), lipideos (4 a 8), fibras e cinzas (2 a 7%) e em
menor quantidade pigmentos curcumindides e Oleos essenciais (ALMEIDA,
2006; SCARTEZZINI & SPERONI, 2000; OLIVEIRA et al., 1992).

Os compostos fendlicos presentes na curcuma sdo denominados
curcuminoides, sédo eles curcumina e outros dois analogos, demetoxicurcumina e
bisdemetoxicurcumina (Figura 2) (ASHWINI, et al., 2011) que geralemte estado
presentes nas seguintes concentragdes 60%, 22% e 18%, respectivamente
(GOVINDARAJAN, 1980). Os compostos presentes na curcuma podem ser
toéxicos se ingeridos em quantidades excessivas. Sendo assim, a ingestao
maxima diaria aceitavel para a curcumina € de 0,1mg/kg peso corporal (FAO,

2000). A Figura 2 mostra as estruturas quimicas dos analogos curcumindides.
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Figura 2: Estruturas quimicas dos curcumindides
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CULTURA

Para promover a fermentagdo do leite foi utilizada uma cultura de
viili em p6 mesofilica, que segundo Dominic - Australia continha Lactococcus
lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. biovar diacetylactis,
Leuconostoc citrovorum, Kluyveromyces marxianus e Geotrichum candidum. A
cultura foi reativada por trés repicagens sucessivas em leite desnatado (Molico,
Néstle) reconstituido a 13% (p/v) e congelada com glicerol na proporgao de 20%

v/v em por¢des de 5mL, para inéculo nos experimentos.

3.2 CURCUMA LONGA

A curcuma utilizada na elaboracao das formulagdes adicionadas de
corante foi adquirida em supermercado. Na forma de pd, da mesma marca
(Kirin) e mesmo lote.

Foram também realizados alguns testes com a curcuma branca,
que foi gentiimente cedida na forma de rizoma pela Prof. Wilma A. Spinosa,
proveniente do Nordeste do Brasil. Apés secagem, foi moida e utilizada na forma

de po.

3.3 PRODUCAO DE LEITE FERMENTADO

Para a producdo do leite fermentado foi utilizado leite em po
desnatado, reconstituido a 13% (p/v) em agua destilada. O leite foi aquecido a
uma temperatura de 95°C, em banho-maria com termoestato, durante 5 minutos,

resfriado a 20°C, e inoculado com 4%(v/v) da cultura starter mesofilica
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congelada de viili reativada em leite (FONDEN, LEPORANTA e SVENSSON,
2006).

A fermentacao do leite ocorreu em frascos de vidro de 1L a 20°C
durante 24h. Foram entdo obtidos 6 formulac¢des diferentes para o produto,
sendo elas Ns — leite fermentado natural sem nenhuma adigdo, Nc — leite
fermentado com adigdo de curcuma, As — leite fermentado com adigdo de
sacarose, Ac — leite fermentado com adicdo de sacarose e curcuma, Ss — leite
fermentado com adi¢ao de cloreto de sodio, Sc — leite fermentado com adicao
cloreto de sodio e curcuma.

Apos a adigado dos ingredientes, curcuma, agucar e sal, os frascos
foram resfriados até 4°C e homogeneizados por 10 min em velocidade
constante.

Nas formulagbes com a curcuma, Nc, Ac e Sc a quantidade
inserida ao final do processo fermentativo foi de 0,6% (m/v). Essa quantidade foi
determinada de acordo com a concentragdo maxima de curcuma, como corante,
permitida pela legislagéo brasileira em leites fermentados (BRASIL, 2000).

Para as formulagcbes As e Ac, adicionou-se 10% (m/v) de agucar
refinado (sacarose) e para Ss e Sc, 1,3% (m/v) de sal (cloreto de sddio). O

fluxograma de producgao pode ser visto na Figura 3.
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Leite em po reconstituido a 13%

. |

Tratamento Térmico
(95 °C/ 5min

.

IResfriamento 20°CI

.

Inoculacao de 4% da
cutura mista de viili

4

Fermentacgao

20°C 1 24h
Adicao da ciarcuma,

_'. - sacarose ou NaCl

Resfriamento

&

Armazenamento
Refrigerado
4° C/ 30 dias

Figura 3. Produgéo de Leite Fermentado viili por cultura mista.

3.4 CONTAGEM DE BACTERIAS LATICAS TOTAIS

A quantificagdo de bactérias laticas totais foi realizada em
profundidade em agar MRS (Man Rogosa e Sharp, pH 6,5 + 0,2), com adigao de
cicloheximida (200 mg.L™"), para inibigdo de fungos. As placas foram incubadas a
30°C por 72h, em anaerobiose. A contagem foi em UFC.mL"' do leite
fermentado (IRIGOYEN, et al, 2005).
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3.5 CONTAGEM DE Lactococcus lactis

A contagem de Lactococcus lactis foi realizada utilizando o meio
M17 adicionado de cicloheximida (200mg .L™") para inibigéo de fungos , (pH 7,2 +
0,2) com incubacdo a 30°C em condigbes anaerdbias por 48 horas, a

metodologia foi realizada de acordo com Irigoyen (2005).

3.6 CONTAGEM DE FUNGOS

A contagem de fungos foi realizada meio BDA adicionado de acido
tartarico 10%, (pH 3,5 + 0,2), com temperatura de incubagédo de 25°C, em
condigbes aerdbicas, por 120 horas. O resultado foi expresso em UFC.mL™" do
leite fermentado (BRASIL, 2003).

3.7 DETERMINACAO DA COR

A determinacdo da cor foi efetuada com o colorimetro digital
Minolta® CR-400 (Konica Minolta Sensing, Inc.), com iluminante D65, angulo de
iluminagdo = 45°, angulo de observacdo = 0°, observacao padrao CIE 10°.
Utilizando o sistema CIELAB que descreve a cor por um diagrama

tridimensional, utilizando as coordenadas L*, a*, b*.

3.8 VISCOSIDADE

A viscosidade das amostras foi determinada utilizando
Viscosimetro digital Brookfield, com spindle 4, velocidade de 12rpm, em 600mL

de amostra acondicionada em béquer e mantida sob refrigeragdo, BAU (2012).
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3.9 ANALISE DE CURCUMINOIDES

3.9.1 Cromatografia De Camada Delgada (CCD)

Os curcumindides presentes na curcuma em po e nas amostras
adicionadas de curcuma foram determinados qualitativamente pela analise de
Cromatografia de Camada Delgada. Como suporte para a fase estacionaria, foi
utilizada uma placa de silica para aplicagdo e corrida das amostras. A fase
movel consistiu em cloroférmio, alcool etilico e acido acético glacial, misturados
na propor¢gao de 95:5:0,5. O cromatograma obtido foi examinado sob luz

ultravioleta no comprimento de onda de 365nm (ANVISA, 2010).

3.10 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Para a analise dos compostos fendlicos e capacidade antioxidante
a extragdo foi feita preparando-se uma solugdo com 1 grama da amostra
liofilizada e adi¢ao de etanol 80% na proporc¢éo 1:10, com agitagdo por 20 min. A
mistura foi centrifugada a 3500 rpm x 2000g. Para concentrar o extrato, foi
utilizado um rotaevaporador a 70°C. Apds a obtencao do concentrado, o volume
foi completado com etanol 80% até 10 mL, a solugéo foi entdo armazenada a -
22°C até ser utilizada. A analise seguiu metodologia descrita por Adom e Liu
(2002).

A determinagcdo dos compostos fendlicos foi realizada utilizando
2,5mL do reagente Folin-Ciocalteau 10%, 2,0mL de carbonato de sédio 7,5% e
0,5mL dos extratos das amostras. Os compostos fendlicos, foram determinados
com leitura em espectrofotometro a 760 nm. A quantificacao foi feita pela curva
padrao de acido galico, os resultados foram expressos em mg equivalentes de
acido galico/100g em base seca (SWAIN E HILLS, 1959).
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3.11 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE: CAPACIDADE DE SEQUESTRAR
RADICAIS DPPH".

A capacidade antioxidante foi medida pela capacidade de
sequestrar radicais DPPH" (2,2-difenil-1-picrihidrazil;SIGMA Aldrich Chemie,
Steinheim, Alemanha) seguiu a metodologia utilizada por Brand-Williams, et al.,
(1995). Foram adicionados 50 uL da amostra extraida em 1mL de tampéo
acetato (pH 5,5), 1 mL de etanol absoluto, 0,5 mL de solu¢do de DPPH" 250
umol.L-', armazenados durante 30 min na auséncia de luz. Logo apos foi
realizada leitura em espectrofotdmetro a 517nm, utilizando como branco solugéo
de 1,0 mL de tampao acetato 100mM pH 5,5 com 1,5 mL de etanol absoluto,
além de controle positivo contendo todas as solugdes, exceto a amostra. A
quantificacdo dos extratos foi feita por meio de curva padréo de Trolox (0,5 a 20

pMmol/L), sendo os resultados expressos em pmol de Trolox/g da amostra.

3.12 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE: CAPACIDADE DE SEQUESTRAR
RADICAIS ABTS **,

A analise foi realizada pelo sequestro do cation radical ABTS™ (2,2’,
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico; SIGMA Aldrich Chemie,
Steinheim, Alemanha) conforme método descrito por Sanches-Gonzales, et al.
(2005). Uma reacéao entre a solugao de ABTS 7mM com persulfato de potassio
2,45mM foi preparada 16h antes da analise, sendo mantido em ambiente escuro.
A solugdo de ABTS™ obtida foi diluida com fosfato de sodio até apresentar
absorbancia de 0,7 a 730 nm. Para a analise, 10uL do extrato da amostra foram
misturados com 4,0mL da solucéo diluida de ABTS™*. Apds 6 min de reacéao, as
leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro a 730nm.

A quantificagdo da atividade antioxidante foi feita com base na
curva padrao de Trolox, e os resultados foram expressos em umol de Trolox/g

de amostra em base seca.
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3.11 COMPOSICAO CENTESIMAL

A composicao centesimal das amostras de leite fermentado foi
determinada através de analises de lipidios, cinzas, umidade, proteina e
carboidratos por diferenca (AOAC, 2006).

3.12 DETERMINAGAO DO PH

O pH foi determinado através de potencidbmetro previamente
calibrado com solugcbes tampdes comerciais pH 4,00 e 7,00, e a medida
efetuada pela insercdo do equipamento diretamente na amostra de leite

fermentado homogeneizada.

3.13 DETERMINAGCAO DA ACIDEZ

A acidez titulavel foi determinada de acordo com a AOAC (2006).
Ap0s diluicdo de dez gramas de amostra em agua, a solugao foi completada até
volume de 100mL e titulada com NaOH 0,1 N até pH 8,3. Os resultados foram

expressos em percentagem de acido latico.

3.14 DETERMINAGAO DE EXOPOLISSACARIDEOS (EPS)

Determinacao de Acgucares Totais pelo Método do Fenol Sulfarico

A quantificacdo de EPS foi realizada seguindo Schiavao-Souza et
al. (2007), com modificagdes. O procedimento consistiu na pesagem de 10g das
amostras em tubos de centrifuga de 50mL, adicionadas de 0,25 mL de acido
tricloroacético 80%, as amostras foram agitadas e armazenadas a 4°C por 30

minutos. Apos, foram centrifugadas a 3000 rpm, por 10 minutos a 4°C. Os
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sobrenadantes obtidos foram separados e os EPS foram precipitados pela
adicdo de etanol a frio. Os EPS foram separados por meio de uma nova
centrifugacédo, com as mesmas condigbes anteriores.

Os carboidratos totais foram determinados com o precipitado obtido
diluido em 2mL de agua destilada, 1mL do precipitado diluido foi adicionado a
1mL de fenol 5% mais 5 mL de acido sulfurico concentrado. Os tubos foram
deixados em repouso por 10 minutos e em seguida levados para aquecimento
em banho-maria a 30°C por 20 minutos. Apds este procedimento foi realizada
leitura em espectrofotbmetro a 490nm. Os carboidratos totais foram
determinados a partir da curva de calibragcédo da glicose em concentragdes de 10
a 100 pg/mL.

3.15 CONDICOES HIGIENICO-SANITARIAS DAS AMOSTRAS

As analises microbioldgicas dos leites fermentados com cultura de
viili foram realizadas em triplicata, como critério higiénico-sanitario previo para a
analise sensorial. Foram considerados os padrdes exigidos na legislagao para
leites fermentados RDC n °12, de 2 de janeiro de 2001, com analise referente a
Contagem de Coliformes a 45°C (BRASIL, 2001).

3.16 ANALISE SENSORIAL

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (Processo n° 117. 625 de 08/12/2012) da
Universidade Estadual de Londrina.

As formulagdes de leite fermentado foram previamente avaliadas
microbiologicamente para assegurar que os niveis de patdgenos estivessem

abaixo do padrao estabelecido pela legislacao vigente (BRASIL, 2001).
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Dois produtos foram submetidos ao teste, os com adigdo de 10%
de agucar em suas formulagdes (As e Ac) foram apresentados na forma de leite
fermentado, servidos em copos plasticos contendo 30ml das amostras e
consumidos com colher plastica. As formulagdes com 1,3% de sal (Ss e Sc)
foram servidas aos provadores na forma de molho para salada, em pratos
plasticos com 10g de alface e 20ml do produto.

Um teste sensorial foi realizado para cada produto, o adicionado de
sacarose, leite fermentado, contou com a participacdo de 99 julgadores
(consumidores potenciais) e o adicionado de cloreto de sédio, molho para salada
contou com 74 para avaliar atributos do produto. Os julgadores foram instruidos
a apontarem o quanto gostaram ou desgostaram dos produtos em relagdo aos
atributos de cor, aroma, textura, sabor e aceitacdo global, por meio de uma
escala hedbnica de nove pontos estruturados variando de “Desgostei
Extremamente (1)” a “Gostei Extremamente (9)” (STONE e SIDEL, 2004).
Também foi solicitado aos julgadores que indicassem a intengao de compra do
produto, por meio de uma escala de sete pontos variando de “Certamente nao
Compraria (1)” a “ Certamente Compraria (7)” (STONE e SIDEL, 2004).

As avaliagbes sensoriais das formulagbes de leite fermentado
foram realizadas, em cabines individuais, com luz branca, refrigeradas a 10 +
2°C e codificadas com numeros aleatérios de trés digitos.

As fichas referentes a coleta de dados do provador e o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido encontram-se, respectivamente, nos Anexo 1
e 2. As fichas utilizadas para o Teste de Aceitagcdo e Intengdo de Compra

encontram-se no Anexo 3.

3.17 ANALISES ESTATISTICAS

As analises fisicas, quimicas e microbiolégicas, seguiram o
delineamento inteiramente casualizado. As analises foram realizadas em
triplicata genuina, os resultados foram submetidos a Andlise de Variancia
(ANOVA) e teste de Tukey, para para comparagao de médias no nivel de 5% de

significancia. Para a analise sensorial o delineamento foi blocos completos
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casualizados, onde os tratamentos foram as formulacbes e os blocos os

provadores. Os resultados foram submetidos a ANOVA e Teste de Tukey.

4 Resultados e Discussao

4.1 TEOR DE CURCUMINOIDES

A analise qualitativa durante 1°, 15° e 30° dia foi realizada em
amostras de leite fermentado adicionadas de 0,6% (m/v) de curcuma e mantidas
sob refrigeragao a 4°C.

Os 3 principais curcumindides presentes na curcuma amarela e
que contribuem para suas propriedades funcionais sdo: a curcumina, demetoxi
curcumina e bisdemetoxicurcumina (ASHWINI, et al., 2011).

A Curcuma branca também foi utilizada porém em testes
preliminares o produto viili apresentou um sabor amargo descartando-se a
possibilidade de emprega-la. Para comparagdes, os curcumindides presentes na
curcuma branca foram também analisados qualitativamente por CCD.

A partir de um cromatograma em camada delgada em placa de
silica e com leitura sob luz ultravioleta no comprimento de onda de 365nm, foi
possivel observar e comparar as bandas dos componentes na curcuma amarela
em po6 e aquelas presentes nas amostras.

Na Figura 4 pode-se verificar para a curcuma em p6é em trés

bandas bem distintas.
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po 1°dia 15°dia J0°dia

Figura 4: Curcumindides presentes na curcuma amarela em poé e nas amostras de leite
fermentado adicionado de curcuma ao longo dos 30 dias de armazenamento.
Bisdemetoxicurcumina, ponto 1; demetoxicurcumina, ponto 2; curcumina, ponto 3.

Quando examinado sob luz ultravioleta (365 nm), a curcuma em
po apresentou na parte mediana da placa de silica, uma mancha verde
fluorescente, que correspondente a demetoxicurcumina, correspondente na
figura ao ponto 2 . No ter¢co superior observou-se a mancha referente a
curcumina, ponto 3, também de coloracao verde fluorescente e no tergo inferior,
a mancha com a mesma coloragdo das anteriores referente a
bisdemetoxicurcumina, ponto 1. As bandas fluorescentes que aparecem na
figura antes do ponto 1, sdo os locais de aplicagdo das amostras (ANVISA,
2010).

Ap0s leitura da placa sob luz UV, os calculos do Fator de Retencéao
(Rf) foram realizados em cada um dos pontos para certificar se cada um dos
picos pertencia de fato aos compostos acima citados. A partir das descricoes de
identificacédo e do calculo de Rf para curcumindides fornecidos pela Farmacopéia

Brasileira (ANVISA, 2010), verificou-se a presenga dos 3 principais
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curcumindides na curcuma amarela utilizada para as formulagdes de leite
fermentado.A andlise permitiu também observar que os 3 compostos nado se
degradaram ou sofreram altera¢des ao longo dos 30 dias de estocagem.

Na Figura 5 pode-se observar diferencas nas bandas entre a

curcuma branca e a amarela.

Figura 5: Curcumindides presentes na curcuma amarela (A) e na curcuma branca (B)

4.2 CONTAGEM DE BACTERIAS LATICAS TOTAIS E LACTOCOCCUS LACTIS

Na Tabela1 estdo apresentados os resultados durante o 1°, 15° e
30° dia de armazenamento para contagem de bactérias laticas totais e
Lactococcus lactis nas 6 formulagbes testadas. De acordo com a legislagao
brasileira (BRASIL 2007), uma contagem entre 108 e 10° UFC na porgao diaria,
que corresponde a um valor minimo de 6 a 7 log UFC.mL-!, deve ser encontrada
nos produtos com alegagao probidtica. Todas as formulagdes apresentaram

resultados acima do estipulado pela Anvisa, durante os 30 dias de
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armazenamento e, portanto, pode ser feita a alegacdo de que contém
probidticos.

A analise para fungos também foi realizada neste trabalho, embora
o Geotrichum candidum estivesse descrito na embalagem da cultura, como um
dos microrganismos constituintes, em nenhum dos tratamentos identificou-se a
presenca do fungo, que em Vviili tradicional cresce na superficie do produto e
forma uma cobertura aveludada, ha porém também um tipo de viili sem o fungo
(LEPORANTA, 2003). A auséncia desse microrganismo provavelmente foi
devida a forma de fermentacdo, pois o leite pasteurizado e inoculado com a
cultura mista de viili foi fermentado em frascos fechados de 1L, o que resultou
em uma reduzida superficie de contato e limitagdo de oxigénio, essencial para o
desenvolvimento dos fungos.

Para obter o crescimento do Geotrichum candidum a fermentacao
do leite deveria ter sido conduzida em recipientes com ampla superficie de
contato com o oxigénio, cobertos apenas por uma tela, ou tecido, para permitir a
oxigenacao, porem com risco de contaminagao por outros microrganismos.

Como o produto apresenta caracteristicas bastante peculiares e as
quais o consumidor brasileiro ndo esta familiarizado, como elevada acidez e alta
viscosidade, a auséncia da camada superficial com fungos, foi benéfica para
uma melhor aceitagdo do leite fermentado, ja que, segundo a literatura, a
presenca do Geotrichum candidum resultaria em um gosto amargo no produto
(LIU, et al., 2010).
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Tabela 1 — Contagem de Bactérias laticas e Lactococcus lactis, das seis formulagdes, ao longo
de 30 dias de armazenamento.*

Formulacdes** Tempo Bactérias laticas Lactococcus lactis

(dias) (log UFC. mL ) (log UFC. mL )

Ns 1 9,180,100 @ 9,32+0,019°
15 9,08+0,030° 9,00+0,116 abc
30 9,04+0,013 9,11+0,023 abcd

Nc 1 9,30+0,140°2 9,30+0,1792
15 8,70+0,013" 9,18+0,014 abe

30 8,300,020 ¢ 8,72+0,012¢

As 1 9,08+0,0122 9,23+0,020°

15 8,80+0,230 bc 9,20+0,013 2

30 8,30+0,114°¢ 8,960,049 de

Ac 1 9,28+0,0792 9,30+0,1332
15 9,000,013 % 9,00+0,026 bed

30 9,00+0,020 & 9,30+0,016

Ss 1 9,15+0,051 @ 9,11+0,0142
15 8,70+0,042° 9,18+0,013 abc

30 8,41+0,020 bc 8,87 10,166

Sc 1 9,15+0,023 @ 9,30+0,024 @
15 9,60+0,002 @ 9,00+0,003 abe

30 8,48+0,001 bc 8,85+0,079¢

* Médias na mesma coluna acompanhadas de letras minusculas iguais nao diferem entre si a nivel de p <
0,05. Contagens de Lactococcus lactis em M17 pH 7,2 + 0,2 a 30°C por 48 horas, as bactérias laticas totais
em MRS pH 6,5 + 0,2 a 30°C por 72h, ambos adicionados de cicloheximida (200mg L-') com contagens
sob condigbes anaerdbias.

** Formulagdes Ns (leite fermentado puro), Nc (leite fermentado adicionado de 0,6 %curcuma), As (leite
fermentado adicionado de 10%acucar), Ac (leite fermentado adicionado de 10% agulcar e curcuma), Ss(leite
fermentado adicionado de 1,3% sal), Sc (leite fermentado adicionado de sal e curcuma).

Apos fermentacdo, no primeiro dia de armazenamento todas as
amostras apresentaram contagens de bactérias laticas totais e Lactococcus
lactis proximas a 10° UFC.mL', no entanto ao longo dos 30 dias de
armazenamento esse valor foi reduzido nas amostras Nc, As, Ss e Sc.

As formulagdes Ns e Ac, mantiveram as contagens em 9 log
UFC.mL™", até o ultimo dia de armazenamento. A manutengdo do nimero inicial
de microrganismos, nas amostras de viili puro, adicionado somente de curcuma
e adicionado de acucar e curcuma, provavelmente ocorreu pois estas
formulacbes apresentaram condicbes mais favoraveis para a manutencao das
bactérias. De acordo com Donkor, et al. (2006) a presencga de inibidores, como
cloreto de sddio, sacarose, peroxido de hidrogénio, metabdlitos, nutrientes e
tamponantes, sao fatores que afetam a sobrevivénia do microrganismo ao longo
do armazenamento.

Em um estudo realizado por Mortazavi, et al.(2012), o crescimento
meédio de Lactococcus lactis em leites fermentados com cultura de Viili foi de

8,39 log UFC.mL"", 5 dias apos a fermentagdo. De acordo com o relatado, a
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contagem destes microrganismos diminuiu significativamente até o 15° dia de

estocagem o que nao aconteceu no presente estudo.

4.3 CoMPOSICAO CENTESIMAL

A composigao centesimal dos leites fermentados esta apresentada
na Tabela 2 e de acordo com os resultados, apresentou-se estavel durante o
armazenamento a 4°C para uma mesma formulagdo, ndo apresentando
diferenca significativa a um nivel de 5% de significancia ao longo dos 30 dias.

A percentagem de umidade entre as diferentes formulacdes
apresentou diferencga significativa variando entre 85,00 e 90,16%, sendo que o
produto sem nenhum aditivo apresentou a maior umidade, e aquele adicionado
de curcuma e acucar a menor. Com os valores apresentados verifica-se que a
medida em que se adiciona outros componentes ao leite fermentado sua
umidade diminui, devido a maior quantidade de sélidos totais que estes
apresentam.

Os valores de umidade encontrados nas amostras Ns, Nc, As e Ac,
estdo de acordo com a literatura. Janiaski (2011) encontrou para marcas

comerciais de iogurte desnatado valores entre 80,00 e 92,17%.
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Tabela 2 — Composigdo quimica dos leites fermentados viili (base umida)* das seis formulagoes,
ao longo de 30 dias de armazenamento.

Formulagées**  Tempo Umidade Cinzas Proteina Lipideos Carboidratos

(dias) (g.100g ) (g.100g -1 (g.100g ")  (g.100g ") (g.100g )

Ns 1 90,160,002 0,83+0,05¢  3,10+0,044 0,050,042 05,86
15 90,10+0,012>  0,80+0,01%  3,12+0,05¢ 0,05+0,022 05,93

30 89,98+0,05%>  0,81+0,04%  3,20+0,05« 0,03+0,002 05,98

Nc 1 89,92+0,04¢ 0,86+0,01¢  3,72+0,032 0,08+0,012 05,42
15 89,88+0,05¢ 0,85+0,05¢ 3,730,072 0,03+0,042 05,51

30 89,90+0,01¢ 0,86+0,03¢  3,70+0,042 0,02+0,032 05,52

As 1 85,40+0,01¢ 0,70+0,05°  3,06+0,01¢ 0,04+0,032 10,80
15 86,00+0,04¢ 0,680,037  3,10+0,05¢ 0,02+0,012 10,20

30 85,39+0,03¢ 0,720,047  3,90+0,072 0,02+0,012 10,83

Ac 1 85,51+0,01¢  0,79+0,01%  3,71+0,042 0,03+0,022 12,66
15 85,50+0,03¢  0,80+0,00%  3,80+0,092 0,05+0,022 12,65

30 85,00+0,02¢  0,82+0,05% 3,500,022 0,05+0,032 12,63

Ss 1 87,10+0,034 1,96+0,01°¢  3,40+0,03° 0,01+0,002 07,55
15 86,92+0,024 1,90£0,03¢  3,33+0,03bc 0,03+0,012 07,82

30 87,30+0,024 1,95+0,04°  3,20+0,05b¢ 0,01+0,002 07,54

Sc 1 85,28+0,04f 2,32+0,058 3,760,052 0,04+0,022 09,10
15 85,30+0,03"  2,05+0,05%  3,90%0,022 0,04+0,032 09,41

30 85,19+0,04f 2,10+0,058 3,740,012 0,03+0,012 09,44

* Médias na mesma coluna acompanhadas de letras minusculas iguais nao diferem entre si a um p < 0,05.
** Formulagdes Ns ( leite fermentado puro), Nc (leite fermentado adicionado de 0,6 %curcuma), As (leite
fermentado adicionado de 10%acucar), Ac (leite fermentado adicionado de 10% agucar e curcuma), Ss(leite
fermentado adicionado de 1,3% sal), Sc (leite fermentado adicionado de sal e circuma).

Como esperado, as amostras adicionadas de curcuma
apresentaram o maior valor de proteinas e as com adigdo de sacarose, 0 maior
teor de carboidratos.

Os valores de cinzas variaram de 0,68 a 2,32%, para a amostras
com adicdo de acucar e com sal e curcuma respectivamente. Para amostra do
produto puro, o teor de cinzas foi de 0,83%, valor este proximo a 0,88%,
encontrado por Guven et. al. (2005) e diferente do encontrado por Pimentel
(2009), que obteve 1,3% de cinzas, ambos para iogurtes elaborados com leite
em po desnatado.

A variagao encontrada no teor proteico de 3,06 e 3,9%, esta dentro
dos valores encontrados na literatura. Para Thamer e Penna (2006) o teor de
proteinas em bebidas lacteas fermentadas por probiodticos variou entre 1,93% e
2,46%. De acordo com Cunha et al. 2008, o valor encontrado para proteina foi

de 2,8 % em leite fermentado adicionado de probiodticos.
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4.4 COR DAS FORMULACOES

Na Tabela 3 encontram-se os resultados das diferentes formulagdes do
leite fermentado com e sem adi¢gdo de curcuma para os parametros de cor no
sistema CIELAB (L*, a* e b*). As amostras sem a adicdo de curcuma na
formulacédo apresentaram em média para o parametro L* valores de 79,10; 80,92
e 81,50 respectivamente para as amostras Ns (leite fermentado puro), As (leite
fermentado adicionado de acgucar) e Ss (leite fermentado adicionado de sal),
sendo estas amostras mais claras quando comparadas as amostras Nc (leite
fermentado com adicdo de curcuma), Ac (leite fermentado com agucar e
curcuma) e Sc (leite fermentado com sal e curcuma) que tiveram adicdo de
curcuma em sua formulagao tendo em média para L* valores de 75,52; 77,57 e
77,90, respectivamente. De acordo com Rein e Heinonen (2004), o aumento de
pigmentos ocasiona uma diminuicdo na luminosidade, fato que pode ser
observado quando compara-se os valores de L* para as formulagbes que
tiveram adi¢c&do de curcuma, existindo uma redugao nos valores para o parametro
L*, sendo assim mais escuras.

Em relagdo aos parametros a* (vermelho (+) e (-) verde) e b* (amarelo (+)
e (-) azul), observa-se que todas formulacbes apresentaram valores negativos
para o parametro a* e positivos para b*, ou seja, todas as formulagcées possuem
coloragao verde-amarelada, existindo diferengas em suas intensidades. Para as
amostras sem adigdo de curcuma (Ns, As e Ss) os valores de a* e b* sdo
inferiores aqueles das formulagcées com adi¢cao de curcuma (Nc, Ac e Sc), tendo
em média apresentado valores respectivamente para a* e b* de -3,21 e 6,36 na
formulagdes sem curcuma e -8,85 e 39,81 para as formulagdes contendo
curcuma. Essas diferengas sao resultados da presenca da curcuma, que possui
curcumina (CC) e outros dois compostos metoxilados (DMC e BDMC), sendo
estes os compostos que conferem coloragdo amarela caracteristica da curcuma
e por isso sao muito utilizados como agente de cor e condimento em alimentos.
Segundo Volp, Renhe e Stringheta (2009), a curcumina apresenta coloragao
amarelo-liméo em condi¢cbes acidas, o que é possivel observar nas amostras
contendo curcuma, que apresentaram valores mais baixos para a* e mais

elevados para b*.
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Tabela 3 - Parametros de cor para as seis formulagbes, ao longo de 30 dias de
armazenamento.
Parametros**
Formulagées**  Tempo L* a* b*
(dias)

Ns 1 80,76+ 0,005 ° -3,16+ 0,000 °° 6,400,049
15 78,40+ 0,255 -3,20+ 0,041 °° 7,35+0,020
30 78,14+ 0,240 -3,59+ 0,010¢ 7,080,534 i

Nc 1 76,22+ 0,060°¢ -7,32+ 0,000 ©f 34,3+0,429°¢
15 74,80+ 0,5409 -8,27+ 0,055 ©f 45,87+2,3212
30 75,55+ 0,5189 -10,09+ 0,213¢ 39,73+0,040¢

As 1 79,43+ 0,439¢ -3,08+ 0,005 ° 6,200,020
15 81,62+ 0,395° -3,28+ 0,005¢ 5,130,035 ™
30 81,72+ 0,185° -2,91+£0,0412 6,05+0,212

Ac 1 76,71+ 0,298°¢ -8,82+0,055" 38,17+ 0,043 f
15 77,78+ 0,087 ¢ -9,51+ 0,030/ 41,09+ 0,06°¢
30 78,23+ 0,1134 -9,38+ 0,01151 40,52+ 0,041¢

Ss 1 81,64+ 0,353°b -3,21+ 0,005 b° 7,591 0,081
15 79,66+ 0,199¢ -3,26+ 0,015 b° 4,72+ 0,045™
30 83,22+ 0,191° -3,27 + 0,028 6,80+ 0,313%

Sc 1 78,77+ 0,456 ¢ -8,45+ 0,056 ¢ 37,31+ 0,073 ¢
15 76,59+ 0,274 ¢ -9,20+ 0,028¢ 39,69+ 0,171
30 78,34+ 0,456 ¢ -8,62+ 0,066 41,68+ 0,015°

* Médias na mesma coluna acompanhadas de letras mindsculas iguais nao diferem entre si a um p < 0,05.
** Parametros L* preto (0) — branco (100), a* vermelho (+) — verde (-), b* amarelo (+) azul (-).

*** Formulagdes Ns ( leite fermentado puro), Nc (leite fermentado adicionado de 0,6 %curcuma), As (leite
fermentado adicionado de 10%agucar), Ac (leite fermentado adicionado de 10% agucar e ciurcuma), Ss(leite
fermentado adicionado de 1,3% sal), Sc (leite fermentado adicionado de sal e circuma).

Almeida (2006) avaliou em seu trabalho os parémetros dos trés diferentes
curcumindides nos parametros de cor (Quadro I). Neste trabalho é possivel
verificar que cada curcumindide contribui de forma especifica nos parametros L*,
a* e b*, ou seja, apesar de nao ser possivel a diferenciagdo no presente trabalho
das fragdes de curcumindides, € possivel concluir que a cor apresentada pelas
formulagdes contendo curcuma néo se deve exclusivamente a sua adigdo, mas
também a concentracdo de cada fracdo de curcumindides, existindo assim,

diferencga ao longo do armazenamento por possiveis variagdes destas fracoes.

Parametros** Curcumindides
C DMC BDMC
L* 72,84 ° 72,15° 81,542
a* 16,84 ° 1,96 ° -4,72°¢
b* 110,06 a 82,73 49,44 ¢

Quadro I: Valores de L* a* b* para cada um dos pigmentos curcumindides.** Parametros L* preto
(0) — branco (100), a* vermelho (+) — verde (-), b* amarelo (+) azul (-). C = curcumina; DMC =
demetoxicurcumina; BDMC = bisdemetoxicurcumina ( Almeida, 2006).
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4.5 pH E ACIDEZ DAS FORMULAGOES

Apos a fermentagao o viili possui como caracteristicas o pH de 4,43
e um teor de acidez de 0,9% (VASILJEVIC E SHAH, 2008; LEPORANTA, 2003).
Os valores encontrados para o pH das amostras no primeiro dia de
armazenamento variaram de 4,41 para a amostra de viili puro, sem nenhuma
adicdo, a 4,58 para a amostra com adi¢cao de sal (Tabela 4). Devido ao acumulo
de acido latico ao longo do armazenamento, apos 30 dias, os valores obtidos
para o pH das amostras apresentaram redugao significativa.

No trabalho de Thamer e Penna (2006), o pH de bebidas lacteas
probidticas, fermentadas com leite em pd desnatado, variou entre 4,72 e 4,83.
Gallina et al. (2011), encontrou valores entre 4,38 e 4,13 ao analisar leite

fermentado com cultura probidtica ao longo de 28 dias de armazenamento.

Tabela 4 — pH e acidez das seis formulagdes, ao longo de 30 dias de armazenamento*.

Formula¢cbes** Tempo pH Acidez
(dias) (g de &cido latico.100.mL"")
Ns 1 4,430,008 cde 0,934+0,011 9
15 4,00£0,060f 1,26+0,005 &

30 3,94+0,005 1,24+0,031 abe
Nc 1 4,410,004 © 1,000,006 ©fo
15 4,000,016 1,24+0,040 abe
30 3,99+0,033f 1,30+0,001 2
As 1 4,52+0,014 abed 0,94+0,004 ¢
15 4,42+0,008 de 0,96+0,001 f9
30 4,500,007 abed 1,100,050 de
Ac 1 4,50+0,005 abe 1,000,013 def
15 4,49+0,016 bed 1,160,001 bed
30 4,51+0,001 abcd 1,14+0,014 o4
Ss 1 4,580,004 ab 0,98+0,008 fo
15 4,400,001 de 0,90+0,011 9
30 4,61+0,002 2 1,230,002 2
Sc 1 4,500,003 ab 1,010,061 efo
15 4,44+0,002 cde 1,12+0,003 de
30 4,58+0,014 2> 1,40+0,012 2

* Médias na mesma coluna acompanhadas de letras minusculas iguais nao diferem entre si a um p < 0,05.
** Formulacdes Ns ( leite fermentado puro), Nc (leite fermentado adicionado de 0,6 %curcuma), As (leite
fermentado adicionado de 10%acucar), Ac (leite fermentado adicionado de 10% agucar e curcuma), Ss(leite
fermentado adicionado de 1,3% sal), Sc (leite fermentado adicionado de sal e curcuma).

Os produtos apresentaram uma variacdo de acidez entre 0,90 e
1,4% de acido latico durante o armazenamento. Os valores encontrados estéo
dentro daqueles estabelecidos pela legislagdo vigente, que determina valor
minimo de 0,6 e maximo de 1,5 g de acido latico/100mL de leite fermentado
(BRASIL, 2000).
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O aumento da acidez e decréscimo no valor do pH pode ser
justificado pelo acumulo de acido latico, pois mesmo apés a fermentagéo, sob
armazenamento refrigerado as bactérias fermentadoras hidrolisam a lactose
(IRIGOYEN, 2005).

Nas amostras com curcuma, mesmo que adicionada em uma
pequena quantidade, 0,6%), ocorreu um ligeiro aumento na acidez.

A acidez encontrada por Ramirez-Sucre, et. al. (2013) em iogurtes
com caracteristicas probioticas variou de 0,45 até 0,63 g.100mL-. Celik et al.
(2006) encontrou em iogurtes valores que variaram entre 0,80 e 0,93 g.100mL"",
enquanto Soukolis et al. (2007) ao analisar iogurtes de marcas comerciais

obtiveram valores de acidez de 0,90 a 0,95 g de acido latico em 100 mL.

4.6 COMPOSTOS FENOLICOS E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A grande quantidade de compostos fendlicos presentes na
curcuma pode ser observada na Tabela 5. Pelo aumento significativo dos
fendlicos totais nas amostras com a adicdo do po, mesmo que em pequena
quantidade (0,6%). Para os compostos fendlicos totais as amostras sem a
adicdo da curcuma: Ns, As, Ss, apresentaram variagao de 66,15 a 92,39 mg
equivalentes de acido galico 100g-'. As amostras com adigdo da clircuma em pd
variaram entre 90,79 a 130,88 mg equivalentes de acido galico 100g-".

As propriedades benéficas da Curcuma longa tém sido atribuidas
aos curcuminodides, que sdo um grupo de compostos fendlicos composto
principalmente  de  curcumina (59%), demetoxicurcumina(29%) e
bisdemetoxicurcumina(12%). De acordo com a literatura, a Curcuma longa
apresenta um alto teor de compostos fendlicos totais, o rizoma da curcuma pode
conter de 4 a 8 mg.100g™"' de pigmentos curcumindides. Em alguns casos a
concentragédo de pigmentos curcumindides pode chegar até 11,80 mg.100g™". As
variagbes podem ser devidas a varios fatores como, diferentes variedades ou
cultivares, periodo do desenvolvimento do bulbo e as praticas culturais
(MATHAI, 1976; ALMEIDA, 2006; HIMESH, 2011).
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Tabela 5 — Resultados para compostos fendlicos totais e capacidade de sequestrar radicais
antioxidantes, das seis formulagdes, ao longo de 30 dias de armazenamento, expressos em
base seca*.

Formulacdes** Tempo Fendlicos ABTS* DPPH (pmol
(dias) Totais (umol de de Trolox.g™")
(mg EAG.100g™") Trolox.g™")
Ns 1 68,61 0,100 " 2,23+0,019°¢ 0,550,071 def
15 85,28 +0,030" 1,90+0,116¢ 1,18+0,020¢f
30 77,74 £0,013 9 2,57+0,023 cde 1,57+0,000¢def
Nc 1 105,42+0,140¢  4,04+0,1792 3,31+0,0613bcdef
15 114,18+0,013°  3,73+0,014 2 3,450,001 3bcd
30 116,56+0,020 ¢ 3,62+0,012 bed 3,04+0,0012b
As 1 66,56+0,0121 1,94+0,020¢ 0,11+0,0072
15 66,15+0,230' 1,750,013 ¢ 1,29+0,0012bc
30 75,37+0,114 ™M 2,41£0,049 d 1,19+0,0453b¢
Ac 1 91,650,079 ¢f 3,51+0,133 bd 2,28+0,031f
15 91,790,013 ¢f 3,85+0,026 ° 2,12+0,003def
30 98,080,020 ¢4 3,92+0,016° 0,25+0,031 bodef
Ss 1 68,960,051 N 2,59+0,014 cde 1,00£0,033acdef
15 83,350,042 3,480,013 bed 1,10£0,0062bcdef
30 92,39+0,020 3,85+0,166° 1,37+0,0092bcde
Sc 1 114,51+0,023° 4,28+0,024 @b 2,82+0,001%cdef
15 130,88+0,0022 5,250,003 @ 2,61+0,0500def
30 129,62+0,0012 4,14+0,0792b 2,61+0,008¢f

* Médias na mesma coluna acompanhadas de letras minusculas iguais nao diferem entre si a um p < 0,05.
** Formulagbes:Ns (leite fermentado puro), Nc (leite fermentado adicionado de curcuma — 0,6%(m/v), As
(leite fermentado adicionado de agucar- 10% (m/v), Ac (leite fermentado adicionado de agucar10% (m/v) e
curcuma0,6%(m/v), Ss(leite fermentado adicionado de sal(1,3%(m/v), Sc (leite fermentado adicionado de
sal1,3%(m/v) e cdrcuma).

Os compostos fendlicos também estdo presentes nas formulacdes
de viili sem a adigdo da curcuma. A ocorréncia de compostos fendlicos em leite e
produtos lacteos pode ser uma consequéncia de varios fatores, como por
exemplo, o consumo de determinadas culturas forrageiras pelo gado, o
catabolismo de proteinas por bactérias, a contaminagdo com agentes saneantes,
incorporagao induzida por processo ou a sua adi¢ao deliberada (O'CONNELL &
FOX, 2001).

4.7 EXOPOLISSACARIDEOS (EPS)

As Tabelas 6 e 7 contém os resultados obtidos para glicose e uma
estimativa das fragdes dos agucares dos exopolissacarideos do viili e EPS total

nas amostras avaliadas durante 30 dias de armazenamento.
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Neste estudo foram encontrados para as 6 formulagbes de Vviili
analisadas, diferentes valores referentes a quantidade de EPS produzidos. Entre
as amostras sem adicdo de acgucar as menores quantidades de EPS foram
encontrados em Ns e Nc, com 75,71 e 74,48 mg/ L e as maiores para SS e Sc
com 90,46 e 93,19mg/L respectivamente. Para Ramos et al. (2001) e Dabour et
al. (2005), para algumas cepas de Bactérias Acido Laticas produtoras de EPS,
como as de Lactococcus, através de variagdes nas condigdes fisiologicas pode-

se aumentar a biossintese do EPS.

Tabela 6—- Resultados da andlise de glicose realizada pelo método Fenol-Sulfurico, das seis
formulagdes, ao longo de 30 dias de armazenamento, expressos em base seca®.

Formula¢c6es** Tempo Fenol-Sulfdrico
(dias) glicose (mg/ L)
Ns 1 32,27+0,037¢ef
15 28,29+0,007f
30 30,28+0,033¢ef
Nc 1 30,25+0,017¢ef
15 30,9940,0044f
30 28,14+0,004f
As 1 61,00+0,002¢
15 63,46+0,006¢
30 78,59+0,0142b
Ac 1 65,63+0,004bc
15 81,17+0,1072
30 78,77+0,0082°
Ss 1 41,4410,0779%f
15 29,08+0,0180%f
30 38,03+0,022¢ef
Sc 1 43,56+0,083%
15 37,28+0,021ef
30 44,4040,045¢

* Médias na mesma coluna acompanhadas de letras minusculas iguais nao diferem entre si a um p < 0,05.
** Formulagbes:Ns (leite fermentado puro), Nc (leite fermentado adicionado de curcuma — 0,6%(m/v), As
(leite fermentado adicionado de agucar- 10% (m/v), Ac (leite fermentado adicionado de agucar10% (m/v) e
curcuma0,6%(m/v), Ss(leite fermentado adicionado de sal(1,3%m/v), Sc (leite fermentado adicionado de sal
1,3%m/v e curcuma).

O viili é caracteristico por possuir uma textura pegajosa e de alta
viscosidade devida aos exopolissacarideos (EPS) produzidos por Lactococcus
lactis ssp. cremoris (YANG et al., 1999). O rendimento de EPS produzidos por
diferentes LAB geralmente pode variar entre 50-2700mg/L (MACEDO,
LACROIX, GARDNER, e CHAMPAGNE, 2002). O EPS deste leite fermentado é

descrito como sendo um pentassacarido composto de galactose, glucose,
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ramnose e em semelhante propor¢do 02:02:01 (DUBOC e MOLLET, 2001).
Através dessa proporgao pode-se estimar a quantidade de EPS presente no viili
por meio de analises de carboidratos totais, utilizando a glicose como padrao.

Estudos indicam que a glicose foi mais eficiente que a frutose,
lactose ou galactose, como fonte de carbono para o crescimento e biossintese
de EPS em Lactobacillus fermentum F6 (ZHANG et. al, 2011). Outros trabalhos
também encontraram resultados semelhantes utilizando a glicose como fonte de
carbono para a produgdo de EPS por muitas bactérias (Ra et al. 1994; Oeste,
2003). Grobben et al., (1996) concluiu que o Lactococcus delbrueckii subsp.
bulgaricus NCFB 2772, produziu trés vezes mais EPS com a glicose como fonte
de agucar. Looijesteijn e Hugenholtz (1999) verificaram que o Lactococcus lactis
subsp. cremoris NIZO B40, produziu cerca de nove vezes mais EPS com
glicose como fonte de agucar sob condi¢des acidificantes.

Yang (1999), encontrou uma variagéo entre 164 e 263 mg/ L de
EPS produzido por cepas de Lactococcus lactis ssp. cremoris cultivadas em

leite desnatado.

Tabela 7 — Estimativa dos valores das fragdes dos agucares dos exopolissacarideos de viili e
EPS total, média dos 30 dias de armazenamento.

FormulacBes* Fenol- Fracdes dos aglcares componentes do EPS EPS total
S(unl]f:/r:_c)o Glicose (2) Galactose(2) Ramnose(1) (mg/L)
Ns 30,28 30,28 30,28 15,14 75,71
Nc 29,79 29,79 29,79 14,90 74,48
As 67,68 67,68 67,68 33,84 169,21
Ac 75,29 75,29 75,29 37,65 188,24
Ss 36,18 36,18 36,18 18,09 90,46
Sc 37,27 37,28 37,28 18,64 93,19

* Formulagbes:Ns (leite fermentado puro), Nc (leite fermentado adicionado de curcuma — 0,6%(m/v), As
(leite fermentado adicionado de agucar- 10% (m/v), Ac (leite fermentado adicionado de agucar10% (m/v) e
curcuma0,6%(m/v), Ss(leite fermentado adicionado de sal(1,3%(m/v), Sc (leite fermentado adicionado de
sal1,3%(m/v) e curcuma).
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4.8 VISCOSIDADE

Os valores obtidos para a anadlise de viscosidade, realizada com
viscosimetro de Brookfield, estiveram entre 810,70 e 923,76 centipoise (Tabela
9), para as 6 formulag¢des do produto ao longo dos 30 dias de armazenamento.

A viscosidade dos leites fermentados € devida em grande parte
pela presenca dos EPS. Segundo Damodaran, Parkin, Fennema (2010),
polimeros soluveis como as proteinas também promovem aumento da
viscosidade, sendo maior quanto maior a concentracédo de proteinas.

O EPS é produzido pelas Bactérias Acido Laticas gradualmente
durante a acidificacdo e durante a mudanca das condigcbes ambientais, as
interacdes entre os polissacarideos e as proteinas irdo continuar (GIRARD e
SCHAFFER-LEQUART, 2008). O aumento da viscosidade durante o tempo de
armazenamento por ser atribuido as interacdes que ocorrem entre os EPS e a

proteina ao longo do tempo, como pode ser observado na Tabela 8.

Tabela 8 — Valores médios de viscosidade das seis formulagdes, ao longo de 30 dias de
armazenamento, expressos em centipoise®.

Viscosidade (cP)
Armazenamento (dias)

1 15 30

FormulacBes*

Ns 808,04+10,50f 865,83+14,89bcd 896,76+11,473bc

Nc 866,91+20,71bcd 887,56+9,91becd 893,07+17,28ab¢

As 889,96+17,29abe 906,66+11,5520 920,53+7,33%

Ac 891,44+17,963°¢ 915,29+15,68° 923,7616,43°

Ss 810,70+2,04f 827,16+19,01¢f 856,17+16,81cd®

Sc 812,03+8,68' 814,56+9,15dsf 845,11+£20,789f

* Médias acompanhadas de letras minusculas iguais nao diferem entre si a um p < 0,05.
** Formulagbes:Ns (leite fermentado puro), Nc (leite fermentado adicionado de curcuma — 0,6%(m/v), As

(leite fermentado adicionado de agucar- 10% (m/v), Ac (leite fermentado adicionado de agucar10% (m/v) e
curcuma0,6%(m/v), Ss(leite fermentado adicionado de sal(1,3%(m/v), Sc (leite fermentado adicionado de

sal1,3%(m/v) e curcuma).

As formulagdes de viili que apresentaram maior viscosidade foram
As e Ac. A viscosidade das amostras sem adicdo de agucar variou de
845,11para Sc a 896,76 cP para Ns.
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4.9 ANALISE SENSORIAL

A analise sensorial dos leites fermentados foi realizada avaliando-
se a aceitagdo das amostras por meio da escala hedbnica de 9 pontos. Para o
produto adicionado de sacarose, apresentado na forma de leite fermentado, o
teste contou com a participagdo de 99 voluntarios onde 53,5% eram mulheres
com idade de 17 a 50 e 46,5% homens de 17 a 35 anos. Do total de
provadores 96% eram alunos (69,7% alunos da graduagédo e 30,3% da pos-
graduagéao), 4% eram funcionarios. O teste com o produto adicionado de cloreto
de sodio, apresentado na forma de molho para salada teve a participagdo de 74
voluntarios, sendo 63,5% mulheres com idade de 17 a 50 e 36,5% homens de
17 a 35 anos. No total 86,5% dos provadores eram alunos (62% alunos da
graduagéao e 29% da pos-graduacéao) e 13,5% funcionarios.

Do total dos participantes 76% afirmaram que gostavam e
consumiam leite fermentado, 54% relataram o mesmo em relagao ao molho para
salada e 89% assinalaram gostar e consumir produtos probiéticos.

No teste de aceitacdo foram avaliados os atributos aparéncia,
aroma, sabor, textura e aceitagdo global de quatro formulagbes do leite

fermentado ( As, Ac, Ss, Sc). As tabelas 9 e 10 contém os resultados obtidos.

Tabela 9 : Aceitacdo de atributos sensoriais dos leites fermentados com cultura de viili*

Formulac&o**  Aparéncia Aroma Sabor Textura Aceitacdo
Global
As 6,8+1,8? 5,3+1,92 5,542,232 5,242,32 5,3+2,12
Ac 5,6+2,3P 4,742,1° 5,442,2° 4,112 4 4,5+2,2°

* Médias na mesma coluna acompanhadas de letras minusculas iguais nao diferem entre si a um p < 0,05.
** Formulagdes As (leite fermentado adicionado de acucar- 10% (m/v)), Ac (leite fermentado adicionado de
acucar10% (m/v) e curcuma0,6%(m/v)).

Valores referentes a escala hedbénica de 9 pontos, sendo 1- desgostei extremamente a 9 — gostei
extremamente.

Para os produtos com adicdo de sacarose, apresentados na forma
de eite fermentado, houve maior aceitacao dos atrributos para a formulagao As,
sem a curcuma. Os produtos apresentados na forma de molho para salada, com
adicdo de cloreto de sodio, tiveram uma aceitagcdo maior que aqueles com
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adicdo de sacarose, no entanto entre as duas formulagdes salgadas, Ss e Sc,

nao houve diferenca significativa.

Tabela 10 : Aceitacdo de atributos sensoriais dos molhos para salada com cultura de viili *

Formulacdo**  Aparéncia Aroma Sabor Textura Aceitacao
Global
Ss 7,6+1,62 7,2+1,52 7,0+1,62 7,2+1,82 7,211,782
Sc 7,711,128 7,2+1,32 7,0+1,62 7,2+1,82 7,2+1,42

* Médias na mesma coluna acompanhadas de letras minusculas iguais nao diferem entre si a um p < 0,05.
** Formulagbes Ss(leite fermentado adicionado de sal(1,3%(m/v)), Sc (leite fermentado adicionado de
sal1,3%(m/v) e cdrcuma).

Valores referentes a escala hedoénica de 9 pontos, sendo 1- desgostei extremamente a 9 — gostei
extremamente.

Os resultados obtidos para aceitabilidade, aprovagao, indiferenca e

rejeicao referenta a cada uma das 4 formulagdes encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11 : Porcentagem de aprovacéo, indiferenga e rejeicdo dos produtos®

Formulac&o** Aprovacdo% Indiferenca% Rejeicdo%
As 52,0 11,0 37,0
Ac 31,0 15,0 54,0
Ss 86,6 6,7 06,7
Sc 747 8,0 17,3

* Médias na mesma coluna acompanhadas de letras minusculas iguais nao diferem entre si a um p < 0,05.
** Formulagdes As (leite fermentado adicionado de agucar- 10% (m/v)), Ac (leite fermentado adicionado de
acucar10% (m/v) e curcuma0,6%(m/v)), Ss(leite fermentado adicionado de sal(1,3%(m/v)), Sc (leite
fermentado adicionado de sal1,3%(m/v) e circuma).

%Aprovacao, porcentagem de notas de 6 a 9

%Indiferenca, porcentagem de notas 5

%Rejeicao, porcentagem de notas de 1 a 4

A aceitabilidade entre as formulag¢des variou de 4,47 a 7,13, sendo
que as formulagdes com agucar (As 5,32 e Ac 4,47) apresentaram menor
aceitabilidade significativa em relagdo as com sal (Ss e Sc). Houve diferenca

significativa para a aceitabilidade entre as amostras adicionadas de sacarose,
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com e sem adicdo da curcuma, sendo que a amostra As, com adicao de
sacarose e sem a curcuma foi a mais aceita. Entre as amostras com sal, que
tiveram valores de aceitabilidade média bem préximos, ndo houve diferencga
significativa. O desvio padrao entre os valores de aceitabilidade foi bastante alto,
principalmente para as duas primeiras formulagdes (As e Ac), isso mostra a
divergéncia nos valores fornecidos por cada provador. Em analise sensorial, 0
desvio padrdao pode ser bem alto, uma vez que o instrumento de medida € o
homem.

As porcentagens de aprovagédo, indiferenga e rejeicdo permitem
observar a percepcao dos voluntarios em relacao a cada formulacdo. A amostra
com adicdo somente de acucar foi aprovada por 52% dos provadores que
conferiram notas entre 6 (gostei ligeiramente) e 9 (gostei extremamente), 11% se
mostraram indiferentes a ela com a nota 5 (n&o gostei, nem desgostei) e 37%
dos julgadores apresentaram rejeicdo a formulagdo As, com a atribuicdo das
notas de 1 (desgostei extremamente) a 4 (desgostei ligeiramente).

Para a formulacdo com adicdo de acucar (Ac) e curcuma a
aprovacao foi de 31%, a indiferenca de 15% e a rejeigao de 54%.

O produto com adicdo de cloreto de sddio, servido na forma de
molho para salada foi o que apresentou maior aceitabilidade 7,13 e também o
maior indice de aprovagéo 86,6%. A formulagdo com sal e curcuma teve alta
aprovacgao pelos julgadores 74,7% e baixos niveis de indiferenca e rejeicéo, 8%
e 17,3%, respectivamente.

Para a aceitabilidade de iogurte desnatado probidtico, Pimentel
(2009) obteve valores entre 4,4 e 7,6. Em trabalho semelhante, Montanuci
(2010), encontrou valores para a aceitabilidade de leite desnatado fermentado
por cultura mista entre 6,18 e 6,65.

Os leites fermentados viscosos tipicos dos paises noérdicos sdo muito
difundidos e apreciados no norte europeu. Finlandia e Dinamarca apresentam o
mais elevado consumo do grupo nordico com uma média 41 kg por pessoa ao
ano, sendo um consumo médio de 100 g por dia/pessoa (FONDEN,
LEPORANTA e SVENSSON, 2006; TAMIME e MARSHALL, 1997). Entretanto

no Brasil, o viili ndo é conhecido, e suas caracteristicas sensoriais, como alta
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viscosidade e acidez, sdo uma novidade para o paladar de seus potenciais

consumidores.

A tabela 12 contém as porcentagens obtidas com a aplicagéo do
teste de intengcédo de compra, os dois produtos desenvolvidos, leite fermentado e

o molho para salada, foram avaliados.

Tabela 12: Escala com a intencdo de compra dos provadores para o leite fermentado e o molho
para salada.

Intencdo de compra Produto apresentado

como: (%)
Numeros da . ) Molho para
escala Opniao do provador Leite Fermentado* salada®

(7) Certamente compraria 3,2 18,2
(6) Possivelmente compraria 21,6 38,0
(5) Talvez comprasse 12,6 11,7
(4) Talvez comprasse, talvez ndo 12,6 11,7
(3) Talvez ndo comprasse 50 11,7
(2) Possivelmente ndo compraria 23,2 3,6
(1) Certamente ndo compraria 22,2 51

*Leite Fermentado — Formulagdes com adigdo de agucar em sua composi¢cdo, amostras As e Ac.
** Molho para salada - Formulagdes com adi¢do de sal em sua composigdo, amostras Ss e Sc.
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5 Concluséao

A adicao de curcuma, sal ou agucar ao leite fermentado com a
cultura mista viili, ndo ocasionou diminuicdo na viabilidade microbiana, sendo
assim pode-se manter a alegacdo de produto probidtico até 30 dias de
armazenamento sob refrigeracao.

A adigao de curcuma ao produto fermentado viili, contribuiu com o
aumento do teor de compostos fendlicos do produto, ocasionando um aumento
na atividade antioxidante

O produto viili adicionado de curcuma e sal pode ser empregado
como molho funcional para salada, pois além de manter os beneficios citados, foi

bem aceito pelos consumidores em potencial.
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ANEXO 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido na Forma de Convite para os
Provadores do Produto de leite fermentado (tipo Viili) no Teste de Aceitacao

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos da sua participacéo no projeto de “LEITE FERMENTADO COM CULTURA

MISTA PRODUTORA DE EPS ADICIONADO DE CORANTE NATURAL (Curcuma

longa)” realizado no Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da UEL,
Londrina-PR. O objetivo do projeto € desenvolver um leite fermentado, utilizando uma
cultura fermentadora para producdo de Viili, e a Curcuma como corante. O viili € um
produto lacteo fermentado semelhante a um iogurte, a curcuma € um corante natural
extraido de um raiz. A sua participacdo nessa pesquisa é muito importante, e tera a
duracao aproximada de 10 minutos. Sera solicitada a sua opinido sobre o quanto gostou
do produto apresentado, avaliando os atributos cor, aroma, textura, sabor e aceitacdo
global, e também a sua intencdo de compra. Sera realizada uma sessédo e vocé podera
fazé-la no horario que tiver maior disponibilidade. Gostariamos de esclarecer que sua
participacdo é totalmente voluntaria, podendo vocé: recusar-se a participar, ou mesmo
desistir a qualquer momento sem que isto acarrete qualquer 6nus ou prejuizo a sua
pessoa. Informamos ainda que as informacdes serdo utilizadas somente para os fins
desta pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo
a preservar a sua identidade. O produto apresentado nao traz riscos a salde, porém
pode, em algumas pessoas, diminuir o tempo de transito intestinal. Informamos que vocé
ndo pagard nem sera remunerado por sua participacdo. Caso vocé tenha duvidas ou
necessite de maiores esclarecimentos pode nos contatar (Prof2 Sandra Garcia,
DCTA/UEL, sgarcia@uel.br, (43) 3371- 5966), ou procurar o Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na Avenida Robert
Kock, n° 60, ou no telefone 3371 — 2490. Este termo devera ser preenchido em duas vias

de igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e assinada e entregue a voceé.

Londrina, de de 2013.

Pesquisadora Responsavel
Sandra Garcia

Prof.2 Orientadora

Naiara Ramos Ricardo
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Aluna de mestrado

Eu, , tendo sido devidamente
esclarecido (a) sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em participar
voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura:

Data:




65

ANEXO 2

Coleta de dados do Provador

Deseja-se realizar uma analise sensorial para avaliar a aceitacdo de um
produto fermentado por uma cultura mista, denominado Viili. Ser um julgador ndo tomara
muito seu tempo e ndo envolvera nenhuma tarefa dificil. A prova ser4 realizada no
Laboratério de Analise Sensorial do DCTA, tem duracdo aproximada de 10 minutos. Se
vocé deseja participar do teste, por favor, preencha este formulario.

Dados Pessoais:
Nome

Telefone para contato:
E-mail:

1. Faixa etéaria:

() 15-25 2. Sexo
() 25-35 () masculino
() 35-50 () feminino

( ) acima de 50 anos

3. Ocupacéo: 4. Escolaridade

( ) aluno () 1°grau

() funcionério () 2°grau

( ) professor () 3°grau

( ) outro ( ) Pés-graduacédo

5. Gosta/consome leite fermentado? ( ) Sim ( ) Nao
6. Gosta/consome produtos probiéticos? ( ) Sim ( ) Nao

7. Frequéncia de consumo de leite fermentado:

( ) Nunca

( ) Ocasionalmente - vezes por ano

( ) Moderadamente - vezes por més

( ) Frequentemente - vezes por semana

8. Frequéncia de consumo de produtos fermentados contendo probidticos:
( ) Nunca

( ) Ocasionalmente - vezes por ano
( ) Moderadamente - vezes por més
( ) Frequentemente - vezes por semana

9. Frequéncia de consumo de alimentos funcionais:

( ) Nunca

( ) Ocasionalmente - vezes por ano

( ) Moderadamente - vezes por més

( ) Frequentemente - vezes por semana

10. Produtos que costuma consumir (7, 8 e 9).
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ANEXO 3

Ficha para Avaliacdo Sensorial: Teste de Aceitacdo e Intencdo de Compra

TESTE DE ACEITACAO E INTENCAO DE COMPRA

Nome: Data:

Vocé estd recebendo uma amostra de leite fermentado. Por favor, avalie a
amostra com relacdo aos atributos cor, aroma, textura, sabor e aceitacéo global,
segundo o grau de gostar ou desgostar, utilizando a escala abaixo:

(9) gostei extremamente

( 8) gostei

moderadamente

( 7 ) goste regularmente

( 6) gostei ligeiramente

(5) néo gostei, nem
desgostei

(4 ) desgostei ligeiramente
( 3) desgostei regularmente
(2) desgostei
moderadamente

(1) desgostei extremamente

AMOSTRA | APARENCIA | AROMA | TEXTURA | SABOR | ACEITACAO
GLOBAL

Por favor, indique na escala abaixo a sua intencdo de compra.

( 7 ) certamente compraria

( 6) possivelmente compraria
(5) talvez comprasse

(4) talvez comprasse, talvez nao
( 3) talvez ndo comprasse

( 2) possivelmente ndo compraria
(1) certamente ndo compraria

Comentérios:




ANEXO 4

Coleta de dados do Provador

Deseja-se realizar uma andlise sensorial para avaliar a aceitacdo de um produto
fermentado por uma cultura mista, denominado Viili. Ser um julgador nao tomara muito
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seu tempo e ndo envolvera nenhuma tarefa dificil. A prova serd realizada no Laboratorio

de Analise Sensorial do DCTA, tem duragdo aproximada de 10 minutos. Se vocé deseja

participar do teste, por favor, preencha este formulario.

Dados Pessoais:
Nome

Telefone para contato:

E-mail;

1. Faixa etéaria:

() 15-25 2. Sexo

() 25-35 ( ) masculino

() 35-50 () feminino

( ) acima de 50 anos

3. Ocupacao:

( ) aluno 4. Escolaridade
( ) funcionério () 1°grau

( ) professor () 2°grau

( ) outro ()3°grau

( ) Pés-graduacéo

5. Gosta/consome molho para salada( ) Sim ( ) Nao
6. Gosta/consome produtos probiéticos? ( ) Sim ( ) Nao

7. Frequéncia de consumo de molho para salada:

( ) Nunca

( ) Ocasionalmente - vezes por ano

( ) Moderadamente - vezes por més

( ) Frequentemente - vezes por semana

8. Frequéncia de consumo de produtos contendo probiéticos:

( ) Nunca

( ) Ocasionalmente - vezes por ano

( ) Moderadamente - vezes por més

( ) Frequentemente - vezes por semana

9. Frequéncia de consumo de alimentos funcionais:

( ) Nunca

( ) Ocasionalmente - vezes por ano

( ) Moderadamente - vezes por més

( ) Frequentemente - vezes por semana

10. Produtos que costuma consumir (7, 8 € 9).




68

ANEXO 5

Ficha para Avaliacdo Sensorial: Teste de Aceitacdo e Intencdo de Compra

TESTE DE ACEITACAO E INTENCAO DE COMPRA

Nome: Data:

Vocé esta recebendo uma amostra de molho para salada. Por favor, avalie a
amostra com relacdo aos atributos cor, aroma, textura, sabor e aceitacao global,
segundo o grau de gostar ou desgostar, utilizando a escala abaixo:

(9) gostei extremamente

( 8 ) gostei moderadamente

( 3) desgostei regularmente

( 2 ) desgostei moderadamente
(1) desgostei extremamente

AMOSTRA | APARENCIA | AROMA | TEXTURA | SABOR | ACEITACAO
GLOBAL

Por favor, indique na escala abaixo a sua intengao de compra.

( 7)) certamente compraria

( 6) possivelmente compraria
(5) talvez comprasse

(4) talvez comprasse, talvez nao
( 3) talvez ndo comprasse

( 2) possivelmente ndo compraria
(1) certamente ndo compraria

Comentarios:
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: LEITE FERMENTADO FUNCIONAL COM CULTURA MISTA PRODUTORA DE EPS
ADICIONADO DE CORANTE NATURAL (Curcuma longa)

Pesquisador: Sandra Garcia

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 08024112.7.0000.5231

Instituigao Proponente: Programa de Pés-graduacdo em Ciéncia de Alimentos

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 117.625
Data da Relatoria: 08/10/2012

Apresentagdo do Projeto:

O presente projeto destaca a importancia da promogdo da satde através de uma alimentacdo adequada,
esse tema esta cada vez mais presente no cotidiano de muitas pessoas, sendo assim a procura por
alimentos funcionais € crescente. Os produtos lacteos estdo na linha da frente no desenvolvimento de

alimentos funcionais. O projeto tem por objetivo desenvolver um leite fermentado funcional com uma culiura
mista produtora de EPS e adicionado de corante natural (Curcuma longa). A cultura mista contém entre
outros micro-organismos o Lactococcus lactis, que sera o foco principal do trabalho, devido as suas

caracteristicas probioticas reconhecidas inclusive pela legislagdo brasileira. A Curcuma longa sera
adicionada como corante e também por suas propriedades funcionais amplamente citadas na literatura.

Objetivo da Pesquisa:

Com o estudo pretende-se investigar as propriedades probioticas e funcionais relacionadas ao leite
fermentado bem como avaliar as propriedades antioxidantes da Curcuma longa, analisando a interacio da
cultura mista e do corante na formulagdo, composicdo e estabilidade do produto

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O pesquisador relata que o leite fermentado proposto pode, em algumas pessoas, acelerar a velocidade do
transito intestinal. O produto lacteo funcional com varios beneficios a sadde como, prevencdo de doencas,
reducdo do nivel de colesterol sanguineo, atividade anfi-inflamatoria, anti-

Enderego: A"."ENID:‘!'. ROBERT KOCH, 60

Bairro: VILA OPERARIA CEP: 28.032-440

UF: PR Municipio: LONDRIMNA

Telefone: (43)2371-2400 E-mail: cep268@usl br



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE . .

LONDRINA - UEL/ HOSPITAL %ﬁﬂ o
REGIONAL DO NORTE DO

oxidante, antimicrobiana e acdo anticarcinogénica, além do controle de infecgdes intestinais e constipacio,
influéncias benéficas sobre o sistema imunologico e a melhoria de utilizac3o da lactose.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Trata-se de uma pesguisa importante na area de alimentos com uma proposta de desenvolvimento de um
nove produto com propriedade funcionais que podera beneficiar a salde do homem.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:
O projeto apresenta todos os termos obrigatdrios atendendo a Resolugdo 196/96.

Recomendacgdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Projeto aprovado

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Nio

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Parecer referendado.

LONDRINA, 08 de Outubro de 2012

Assinador por:

Paula Mariza Zedu Alliprandini
{Coordenador)
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