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RESUMO

O desenvolvimento de derivados lacteos funcionais de cabra € uma alternativa viavel para
agregacdo de valor ao leite de cabra e popularizagdo de novos alimentos funcionais,
considerando a crescente demanda por alimentos com qualidade nutricional, sabor agradavel e
promotores de bem-estar e saude. O objetivo deste estudo foi elaborar bebidas lacteas
achocolatadas de cabra (F1 a F7) contendo Bifidobacterium lactis e avaliar os efeitos do soro
de queijo de cabra e do prebiético Synergy 1® (inulina e oligofrutose) sobre as propriedades
fisico-quimicas e sensoriais durante 28 dias de armazenamento refrigerado. As bebidas lacteas
foram avaliadas imediatamente ap0s a fabricagcdo quanto a proteina, gordura, cinzas e lactose,
submetidas as analises fisico-quimicas (acidez titulavel, soélidos totais, pH, sinérese,
viscosidade aparente) e microbioldgicas, incluindo a viabilidade da B. lactis, durante o
armazenamento apos 1, 7, 14, 21 e 28 dias. Apos 14 dias de armazenamento foi determinada a
aceitabilidade sensorial. Todas as formulac@es tiveram uma diminuicdo do pH concomitante a
um aumento na acidez ao longo do armazenamento refrigerado. As bebidas formuladas com
menor quantidade de soro (F1 e F3) tiveram uma queda maior no pH a partir de 14 dias de
armazenamento. As formulacdes F3 e F4 (contendo 6 g 100 g™ de prebiético) apresentaram
teor de solidos totais significativamente mais elevados. A viscosidade aparente aumentou até
21 dias em todas as formulacGes, e para F4 (maiores proporcdes de soro e de prebidticos - 45
mL 100 mL™ e 6 g 100 mL™ - respectivamente) este aumento se estendeu até os 28 dias,
possivelmente relacionado a influéncia do soro e da inulina. Durante todo o periodo estudado
B. lactis apresentou contagens entre 6 e 8 log UFC mL™, sendo a maior viabilidade observada
para a formulacéo F1 (8,13+0,03 UFC mL™). A maior mediana nos atributos sabor e aroma
foi observada para F4. Aparentemente uma maior quantidade de prebidtico na bebida
melhorou a percepcao do sabor, 0 que pode ser uma consequéncia da intensificacdo do sabor
de cacau e ou da menor percepcao da acidez. Ja o aumento do soro melhorou a percepg¢do do
aroma na bebida lactea. Assim, F4 foi a formulacdo que melhor representou o perfil de
desejabilidade escolhido para a bebida lactea probidtica achocolatada de cabra, como melhor

viscosidade e caracteristicas sensoriais.

Palavras chaves: Bifidobacterium lactis, inulina, leite de cabra, frutooligossacarideos, soro
de queijo de cabra



ABSTRACT

The development of functional goat dairy products is a viable alternative to add value to goat
milk and to popularize new functional foods, considering the growing demand for foods with
high nutritional quality, tasteful and promoters of well-being and health. This study aimed to
produce chocolate goat dairy beverages with the probiotic Bifidobacterium lactis and evaluate
the effects of goat cheese whey and prebiotics (inulin and oligofructose) on the
physicochemical parameters and sensory features of the beverages during 28 days of
refrigerated storage. Seven formulations of dairy beverages were analyzed for protein, fat, ash
and lactose immediately after production, and submitted to physicochemical analysis
(titratable acidity, total solids, pH, syneresis, apparent viscosity) and microbiological analysis,
including B. lactis viability, after 1, 7, 14, 21 and 28 days. Sensory acceptability was
determined after 14 days. All formulations had decreased pH and concomitant increase in the
acidity during refrigerated storage. Beverages made with the lowest amounts of whey (F1 and
F3) had greater decrease in pH from 14 days of storage. The apparent viscosity increased up
to 21 days for all formulations, and up to 28 days for F4 (6 g 100 g ~* prebiotics and 45 mL
100 mL ™ whey), possibly related to the higher amounts of whey and inulin. B. lactis showed
counts between 6 and 8 log CFU mL™. F4 presented the highest average in sensory attributes
flavor and aroma. Apparently, larger amounts of prebiotics and whey in the beverage enhance
the flavor perception, which may be a consequence of the intensification of cocoa flavor and /
or lower acidity perception. Thus, F4 was the formulation that best represented the desirability
profile chosen for the probiotic chocolate goat dairy beverage as best viscosity and improved

sensory features.

Key words: Bifidobacterium lactis, inulin, goat milk, fructooligosaccharides, goat cheese
whey
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1 INTRODUCAO

O consumo de alimentos que promovem bem-estar, saude e reducdo do risco de
doencas tem se tornado popular entre os consumidores pela introducdo de ingredientes
fisiologicamente ativos, como, por exemplo, 0s micro-organismos probidticos e 0s
carboidratos prebidticos. Os produtos lacteos sdo importantes para a sobrevivéncia dos
probidticos ao suco gastrico, particularmente por seu efeito tamponante e protetor (ROSS et
al., 2005). O leite de cabra por sua vez constitui uma importante fonte nutricional por seu
elevado valor bioldgico e alta digestibilidade. Estas caracteristicas do leite podem ser
exploradas a partir da elaboracdo de diversos derivados, como bebidas lacteas, iogurtes,
queijos finos e doces que agregam valor aos derivados lacteos. Dentre os lacteos fermentados,
a bebida lactea destaca-se como alternativa ao iogurte, empregando-se na sua fabricacdo leite
ou leite reconstituido e derivados de leite, como o soro de leite resultante da producdo de
queijos, aproveitando um subproduto nutricionalmente rico e evitando que o seu descarte
inadequado provoque importantes problemas ambientais. Assim, a bebida lactea é uma opc¢éo
viavel dos pontos de vista nutricional, econdmico e ambiental.

A caprinocultura leiteira revela-se como uma atividade préspera no cenério atual de
desenvolvimento econdmico mundial e brasileiro, cumprindo um papel socioecondmico
importante nas diversas regides, por gerar renda direta e representar uma excelente fonte
alimentar. O aumento do consumo de leite de cabra em todo o mundo contribui para que 0s
derivados caprinos se tornem mais populares e demonstrem sua capacidade de oferecer
produtos de alta qualidade sob diversas condi¢cdes climaticas e a ambientes extremos
(SILANIKOVE et al., 2010). Os derivados lacteos de cabra fornecem uma alternativa
lucrativa como substitutos dos de vaca, por apresentarem caracteristicas especificas que lhes
conferem um sabor agradavel, textura tipica mais suave e aparéncia natural e saudavel
(RAYNAL-LJUTOVAC et al., 2008).

A adicdo de ingredientes prebidticos como a inulina e oligossacarideos aos alimentos
estd relacionada a efeitos benéficos como a modulacdo de fungbes fisioldgicas chaves, o
aumento na absorcdo de célcio, a alteracdo do metabolismo lipidico, além de possuirem
propriedades bifidogénicas sem prejudicar o sabor do produto, e de contribuir para o
equilibrio da microbiota intestinal (ROBERFROID, 2007). Destaca-se também o emprego de
bifidobactérias que sdo probioticos largamente conhecidos, bactérias que ndo sdo tolerantes ao
acido e apresentam baixa viabilidade e multiplicacdo em pH inferior a 4,0 (SAARELA et al.

2011). Estes probidticos podem ser veiculados através de derivados lacteos fermentados,
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incluindo leites fermentados, iogurte e bebidas lacteas (CASTRO et al. 2009; CASTRO et al.
2013; RANADHEERA et al. 2013).

Considerando tais aspectos, 0s objetivos do presente estudo foram elaborar bebidas
lacteas achocolatadas de cabra com potencial funcional contendo Bifidobacterium lactis e
avaliar os efeitos do soro de queijo de cabra e do prebidtico (inulina e oligofrutose) sobre as

propriedades fisico-quimicas e sensoriais ao longo do armazenamento refrigerado.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 LEITE DE CABRA

A criacdo de cabras para a producdo de leite é de fundamental importancia em
diversos paises especialmente no Mediterraneo, Oriente médio, Europa Oriental e América do
Sul (RIBEIRO; RIBEIRO, 2010). A populagéo de cabras no Brasil, ultrapassou 9 milhdes em
2011 (FAO, 2013), e cerca de 92% deste rebanho encontra-se na regido Nordeste,
principalmente na zona semiarida, onde mais recentemente iniciou-se um sistema organizado
de aquisicdo, industrializacdo e distribuicdo de leite com os programas institucionais de
governos estaduais (COSTA et al., 2009; SILVA et al., 2013).

A producdo mundial de leite de cabra decresceu no ano de 2011, atingindo a marca
dos 17 bilhdes de toneladas produzidos, entretanto a producdo aumentou no cenario brasileiro
e gerou cerca de 148 milhdes de toneladas de leite de cabra, sendo o maior produtor do
continente americano. No entanto, a producdo média do rebanho brasileiro ainda € muito
baixa quando comparada a de paises da Europa (Tabela 1) (FAO, 2013; SILVA et al., 2013).

Tabela 1 - Distribuicdo da producéo de leite caprino no Brasil e no Mundo.

Ao Producéo de leite caprino (mil toneladas) Rglagéo Prodygéo
Mundial Brasil Nacional/Mundial (%)

2008 16.230.565 139.586 0,86

2009 16.478.066 143.768 0,87

2010 17.236.272 148.149 0,86

2011 17.091.225 148.149 0,87

Fonte: FAQO, 2013.

Segundo dados do Brasil (2007), o rebanho caprino do Estado da Paraiba ocupa o

quinto lugar em relagdo ao nimero de cabecas, todavia representa 0 maior produtor de leite de



14

cabra do pais. Este Estado tem um rebanho caprino leiteiro na ordem de 653.730 animais,
com uma produgdo media de 6.000 litros/dia, produzido por criadores agregados em 22
associacfes de produtores rurais na regido do Cariri paraibano, regido esta formada por
Municipios com menos de 50 mil habitantes e economia eminentemente agropecuaria. Nesse
contexto a caprinocultura se destaca como atividade eficiente para o desenvolvimento
socioecondémico da regido, pela facilidade de adaptacdo desses animais que produzem
proteina a baixo custo nas formas de leite e carne para as populacdes de média e baixa renda
(SILVA et al., 2013).

Assim, estimular a demanda de leite e produtos l&cteos caprinos e gerar oportunidades
consistentes de agregacao de valor a esses produtos sao agdes com impacto potencial positivo
tanto na geracdo de renda nessa cadeia produtiva quanto na inclusdo de pequenos produtores
(SANTOS et al., 2008).

Segundo definicdo do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (BRASIL,
2000), “o leite de cabra é o produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em condicGes
de higiene, de cabras sadias, bem alimentadas e descansadas”. Aspectos nutricionais e de
salde podem representar um diferencial importante para os produtos lacteos caprinos no
mercado, em funcdo do leite de cabra ser considerado um dos alimentos mais completos por
apresentar varios elementos importantes para a nutricdo humana, como sua composicao
quimica, constituida de proteinas de alto valor bioldgico e maior digestibilidade, de gordura
facilmente digerivel, de acidos graxos essenciais, além, do conteddo mineral e vitaminico
(HAENLEIN, 2004; NAVARRO-ALARCON et al., 2011).

O tamanho menor dos glébulos de gordura no leite de cabra em comparagdo com 0s
do leite de vaca (o nimero de globulos de gordura menores de 5um é aproximadamente 60 %
no leite de vaca enquanto que no leite de cabra é de aproximadamente 80 %), resulta na
textura mais macia e suave dos produtos de leite de cabra (SILANIKOVE et al., 2010).

Além disso, o leite de cabra excede o leite de vaca em &cidos graxos mono e poli-
insaturados, que sdo reconhecidos como benéficos para a salde humana, especialmente na
prevencdo de doencas cardiovasculares. Os acidos graxos linoleico e linolénico e o &cido
linoleico conjugado (CLA) possuem efeito cardioprotetor, agindo como antiaterogénico
vascular (HAENLEIN, 2004).

Assim como no leite bovino, a lactose é o carboidrato principal do leite caprino. O
leite de cabra apresenta conteudo ligeiramente inferior de lactose quando comparado ao leite
de vaca, mas ndo pode ser considerado como uma solugéo alimentar para pessoas que sofrem

de intolerancia a lactose (SILANIKOVE et al., 2010). No entanto, de acordo com Kunz et al.
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(2000), o leite caprino possui maiores quantidades de oligossacarideos derivados da lactose
em comparacgdo ao leite bovino, que sdo benéficos para a nutricdo humana devido as suas
propriedades prebioticas e anti-infecciosas. Muitos autores tém chamado o leite de cabra de
um alimento funcional, devido ao seu valor nutritivo e propriedades de manutencao da saude,
reducdo dos riscos de doencas cronicas, e modificacdo de fungdes fisioldgicas de uma forma
positiva (CORREIA; CRUZ, 2006).

Dados meédios para comparacdo entre a composicdo do leite de cabra e de vaca, em
relacdo aos teores de proteina, lactose e gordura, foram adaptados de varios autores e séo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores médios (%) de proteina, lactose e gordura dos leites de cabra e vaca.

~ Park et al. Ceballos et al. Sheehan et al. Eissa et al.
COMPOSICAQ (2007) (2009) (2009) (2011)

GORDURA (%)

Vaca 3,60 3,42 3,70 3,70

Cabra 3,80 5,23 3,53 4,30
LACTOSE (%)

Vaca 4,70 4,47 4,57 4,83

Cabra 4,10 4,11 4,28 3,90
PROTEINA (%)

Vaca 3,20 2,82 3,27 3,35

Cabra 3,40 3,48 2,91 4,18

Fonte: Adaptado de Park et al., 2007; Ceballos et al., 2009; Sheehan et al., 2009 e Eissa et al.,
2011.

Alférez et al. (2006) afirmam que a inclusdo de leite de cabra na dieta pode ajudar na
prevencdo do desenvolvimento de anemia por deficiéncia de ferro e que a ingestdo de leite de
cabra melhora a biodisponibilidade do ferro, aumenta a sua acdo digestiva e metabdlica e
incrementa os depdsitos de ferro nos érgdos-alvo, favorecendo a recuperagdo dos parametros
hematoldgicos apds a anemia ferropriva. Além disso, o leite de cabra tem em sua composicao
teores elevados de vitamina A, 1850 a 2264 Unidades Internacionais (Ul) de retinol, que
ajudam a restituir ou manter os niveis desta vitamina no organismo, evitando-se doencas
degenerativas da visdo, reproducéo, pele e perda de fungdes organicas (LAGUNA, 2003). O
leite caprino apresenta concentracdes significativamente superiores para calcio (Ca),
magnésio (Mg), potassio (K), cloro (CI), manganés (Mn), selénio (Se) e menores para sodio

(Na) e enxofre (S) em relacdo ao leite de vaca. Quanto a presenga de vitaminas, o leite de
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cabra se destaca do leite de vaca pela maior presenca das vitaminas A, C, D, tiamina,
riboflavina e niacina e teor reduzido de &cido folico.

2.2 SORO DE QUEINJO

Soro de queijo é o liquido remanescente da precipitacdo e remocéo da caseina do leite
durante a fabricacdo dos queijos, podendo ser classificado em dois tipos, doce ou acido
(MAGALHAES et al., 2010). O soro doce é proveniente da coagulacio enzimatica do leite,
ocasionada pela hidrolise das caseinas por enzimas proteoliticas de origem animal como, por
exemplo, a renina, sendo obtido a partir de queijos como Coalho, Andino, Minas, entre
outros. O soro acido provém do processamento de queijos Boursin, Pelardon, entre outros,
sendo obtido a partir da coagulacdo acida do leite ap6s a transformacéo da lactose em &cido
latico por acdo das bactérias laticas presentes no leite cru ou no fermento lacteo adicionado
apos a pasteurizacdo (EGITO et al., 2007; PANESAR et al., 2007).

O soro do queijo de leite de cabra apresenta alto teor de calcio e de peptideos bioativos
com possiveis efeitos hipotensivo, antioxidante e hipocolesterolémico (HARAGUCHI et al.,
2006; KOSSEVA et al., 2009). Segundo Hernandez-Ledesma et al. (2011), o soro apresenta
ainda uma composicdo Unica de proteina de alto valor nutricional, contendo alto teor de
aminoacidos essenciais, especialmente os de cadeia ramificada - com inimeras atividades
biolégicas que influenciam na digestdo, respostas metabdlicas na absorcdo de nutrientes,
crescimento e desenvolvimento de 6rgaos especificos, e resisténcia as doencas - que depende
de fatores como o tipo de soro de leite (&cido ou doce), a época do ano, o tipo de alimentacéo,
a fase de lactacdo e da qualidade de processamento. A concentracao total de proteinas no soro
de queijo de cabra varia de 3,7 a 7,0 g/100g.

As principais proteinas do soro sdo B-lactoglobulina (B-Lg) (1,8 a 2,8 g/100g) e o-
lactalbumina (a-La) (0,6 a 1,1 g/100g). Estas podem desempenhar, respectivamente, papéis
importantes no metabolismo de absorcdo de acido graxos, e na atividade antitumoral. As
imunoglobulinas (lgs), albumina de soro (0,26 g/100g) e proteose-peptonas estdo presentes
em concentracdes menores. A lactoferrina (LF) (0,12 g/100g) e caseino-macropeptideo
(CMP) também estdo presentes. Componentes como lactose, oligossacarideos ou minerais
também sdo importantes no soro (HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2011).

As caracteristicas nutricionais como seu alto conte(ldo de matéria organica tornam o
soro de queijo um importante agente poluidor se descartado como efluente no ambiente
(SANMARTIN et al., 2011). Segundo Barbosa et al (2010), em torno de 85% a 95% do
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volume total de leite utilizado na fabricagdo de queijos resulta em soro, ou seja, para se
fabricar 1kg de queijo, cerca de 9kg de soro sdo gerados, e, com isso, uma industria que
processa 1.000 litros de leite/dia gera aproximadamente a mesma quantidade de matéria
organica no seu efluente que geraria 550 habitantes de uma cidade.

Atualmente as tecnologias como a ultrafiltragdo e a secagem por pulverizagdo
permitem a separacdo de diferentes fracGes de soro de leite (lactose, proteinas do soro -
concentrado proteico de soro, lactoalbumina, lactoglobulina), podendo ser comercializados
nas industrias farmacéuticas e de alimentos comprimidos (para mastigar), como suplementos
esportivos, na fabricacdo de queijos e como meio de cultura bacteriano ou de leveduras para
producdo de biomassa (RIBEIRO; RIBEIRO, 2010; AGUIRRE-EZKAURIATZA et al.,
2010). A inddstria de laticinios também tem utilizado o soro na elaboragédo de bebidas lacteas
como uma forma racional de aproveitamento deste produto que € visto também como uma
fonte natural de componentes bioativos, com potencial de uso em varias formulacGes de
alimentos funcionais (HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2011).

2.3 BEBIDA LACTEA FERMENTADA

A Instrucdo Normativa n° 16 de 23/08/2005 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento ¢ a legislacdo brasileira vigente que traz o regulamento técnico de identidade e
qualidade de bebida lactea, e define bebida lactea como “produto lacteo resultante da mistura
do leite (in natura, pasteurizado, esterilizado, UHT, reconstituido, concentrado, em pd,
integral, semidesnatado ou parcialmente desnatado e desnatado) e soro de leite (liquido,
concentrado e em pd) adicionado ou ndo de produto(s) ou substancia(s) alimenticia(s),
gordura vegetal, leite(s) fermentado(s), fermentos lacteos selecionados e outros produtos
lacteos, onde a base lactea representa pelo menos 51% (cinquenta e um por cento)
massa/massa (m/m) do total de ingredientes do produto”. Neste produto, a contagem total de
bactérias laticas viaveis deve ser de no minimo 10° UFC/g no produto final para o(s)
cultivo(s) lactico(s) especifico(s) empregado(s) durante todo o prazo de validade (BRASIL,
2005). As bebidas lacteas contém proteinas, gorduras, lactose, minerais e vitaminas, sendo,
devido a sua composigéo, consideradas nutritivas. Podem também se constituir em alimentos
funcionais, promovendo beneficios a saide (THAMER; PENNA, 2006).

O consumo de bebidas lacteas fermentadas vem crescendo no Brasil, estudos apontam
que este mercado chega a quase 50 % do segmento e o maior volume de consumo desta

bebida é realizado durante o café da manh&. As bebidas lacteas aparecem na 4 2 posic¢do, com
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12 % do volume total de consumo diério de liquidos ndo alcodlicos, e as principais razdes de
consumo de l&cteos pelos brasileiros estdo ligadas aos cuidados com a saude, a gratificacdo
gerada pelo sabor e para acompanhar as refei¢fes ou digestdo de alimentos (FIB, 2011).

O lancamento de diversos novos produtos, sabores e embalagens inovadoras, e mais
alternativas de bebidas lacteas e de soja entrando no mercado contribuiram para este
crescimento. Os fatores primarios de expansdo global foram conveniéncia e praticidade, satde
e seguranca, novos produtos e inovacao da categoria (SBAF, 2012).

A bebida lactea pode ser facilmente produzida e comercializada pelas pequenas
fabricas e pela agricultura familiar, ndo havendo necessidade de grandes gastos com
investimentos, aproveitando o soro disponivel gerado durante a fabricacdo de queijos como o
coalho (PAULA et al., 2012).

A producdo de bebida lactea adicionada de soro de queijo em sua formulacdo vem
elevando sua participacdo no mercado, por causa do maior nivel de informagdo sobre a
importancia do calcio, a qualidade das proteinas, o papel dos componentes bioativos, do custo
do produto para o fabricante e do preco final para o consumidor (THAMER; PENNA, 2006).
Segundo Pflanzer et al. (2010), constitui-se em uma forma racional e ldgica de
aproveitamento do soro de queijo para retorno a cadeia humana de forma palatavel, sem
prejuizo ao meio ambiente. A adicdo de soro na formulacdo contribui para que o produto
tenha uma melhor coesdo em sua estrutura, o que pode ser explicado pelo aumento da
capacidade de ligar agua de iogurtes ou bebidas lacteas enriquecidas com proteinas do soro,
aumentando a viscosidade desses produtos (GAUCHE et al. , 2009).

A adicdo de estabilizantes, tais como gelatina, amidos modificados e polissacarideos,
também é uma pratica comum na producdo de bebidas lacteas (CIRON et al., 2011). Assim,
polissacarideos como pectina, goma guar, carragena € goma Xantana que promovem um
aumento de viscosidade e funcionam como estabilizantes coloidais e protetores em alimentos
e bebidas tem sido aplicados em iogurtes e similares (CANTERI et al., 2012). Tais
substancias sao fundamentais principalmente ao se considerar o uso de leite de cabra como
matéria prima destas bebidas, uma vez que o reduzido tamanho dos glébulos de gordura
influéncia diretamente na viscosidade final. Contudo, as bebidas lacteas sdo caracterizadas
como fluidos ndo newtonianos com comportamento tixotropico (KRISTO et al, 2003). Entre
os fatores que influenciam estas propriedades reoldgicas estdo a composicdo do leite, 0
contedo de matéria seca, a quantidade da cultura usada, a temperatura de incubacéo e o

tempo de armazenamento (PENNA et al., 2003).
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Neste contexto, Thamer e Penna (2006) afirmam que o desenvolvimento de uma
bebida lactea funcional contendo culturas probidticas e acrescida de prebidtico, € uma
alternativa bastante inovadora para o aproveitamento do soro pelas industrias lacteas,
agregando valor, sem a necessidade de grandes investimentos ou de grandes mudancgas na

rotina de fabricacdo.

2.4 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Os alimentos funcionais representam uma das principais tendéncias do mercado de
alimentos, em franca expansdo, devido a conscientizagdo crescente dos consumidores com
relacdo a alimentacdo e salude. Estes alimentos podem ser definidos como semelhantes em
aparéncia ao alimento convencional, consumidos como parte da dieta usual, capazes de
produzir efeitos metabolicos ou fisioldgicos Uteis ha manutencdo de uma boa salde fisica e
mental, podendo auxiliar na reducdo do risco de doencas crénico-degenerativas, além das suas
funcBes nutricionais basicas (TERATENAVAT; HOOKER, 2006).

Com a demanda crescente por alimentos saudaveis, a pesquisa e o0 desenvolvimento de
novas categorias de produtos tém sido estimulados na industria de alimentos de todo o
mundo. Nos Ultimos anos, estes alimentos tém despertado o interesse da comunidade
cientifica e das inddstrias de alimentos, aumentando também a aplicacdo dos micro-
organismos probioticos e dos carboidratos prebioticos.

Probidticos sdo definidos como “micro-organismos Vvivos que, quando administrados
em quantidades adequadas, conferem beneficios a satide do hospedeiro” (FAO, 2006). Um
produto sO é considerado probidtico caso apresente uma concentracdo minima de micro-
organismos capazes de conferir determinado beneficio a salide de quem os consome com
regularidade. De acordo com a legislacdo brasileira, produtos alimenticios que demonstrem
conter ao final do seu prazo de validade uma concentracdo de 10% a 10° UFC de bactérias
probidticas em uma porcdo de consumo diario estdo autorizados a inserir alegacdo de
propriedade funcional em sua rotulagem. Contudo € necessario que o consumo do produto
esteja associado a uma alimentagdo equilibrada e a habitos de vida saudaveis (BRASIL,
2008). Alguns dos beneficios nutricionais e para saude de alimentos funcionais contendo

bactérias probioticas j& mencionados em literatura estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Beneficios nutricionais e para saude de alimentos funcionais com micro-
organismos probioticos.

EFEITOS BENEFICOS POSSIVEIS CAUSAS E MECANISMOS

Modulac¢do Imunolégica Interacdo na formacdo de macréfagos

Conversdo de pré-carcin6genos em compostos
inofensivos; acdo inibitoria de alguns tipos de cancer,
Anticarcinogénico em particular os do trato gastrintestinal pela
degradacdo de pré-carcindgenos, reducdo das enzimas
promotoras do cancer e estimulo do sistema imune

Producdo de inibidores da sintese do colesterol, uso do
colesterol pela assimilacdo e precipitacdo com
desconjugacao de sais biliares, conversao do colesterol
em coprastenol

Hipocolesterolémico

Sobrevivéncia ao acido gastrico, resisténcia a lisozima
e baixa tensdo superficial do intestino, aderéncia a
mucosa, multiplicacdo no trato intestinal, modulagéo
do sistema imunolégico

Colonizagéao no intestino

Quebra parcial de proteinas; gorduras e carboidratos;
elevagdo dos niveis de vitamina B e certos

Melhor digestibilidade/valor nutricional aminoacidos como metionina, lisina e triptofano;
conversdo de bilirrubina em urobilina; sintese de
vitamina K

Acéo contra desordens como diarreia, colites, ulceras,
diverticulite e colites antibidticas controladas pela
acidificagdo; producéo de inibidores microbianos e
prevencdo da adesdo patogénica; competi¢do por sitios
de adesdo; competicdo por nutrientes; producgdo de um
ambiente fisiologicamente restritivo; producdo de
substancias antimicrobianas

Acdo antag6nica aos patdgenos
entéricos

Melhor utilizacdo da lactose Reduz a lactose no produto e disponibiliza a lactase

Fonte: Adaptado de GOMES; MALCATA (1999) e BRANDT et al. (2006).

A industria de alimentos, especialmente o setor de laticinios, tem adicionado culturas
probidticas para conferir propriedades funcionais aos seus produtos. Leites fermentados e
iogurtes contendo probidticos sdo os principais produtos comercializados no mundo com
alegacdo de promover a salde, mas ha também sobremesas a base de leite, leite em po
destinado a recém-nascidos, sorvetes, manteiga, maionese, diversos tipos de queijos, produtos
em capsulas ou em pd para serem dissolvidos em bebidas frias e alimentos de origem vegetal
fermentados (SAAD, 2006). As bactérias com agdo probidtica pertencem em sua maioria a
dois géneros que sdo os Lactobacillus e as Bifidobacterium, normalmente encontrados no
intestino delgado e grosso de pessoas saudaveis, respectivamente. Entretanto deve ser
salientado que o efeito de uma bactéria é especifico para cada cepa, ndo podendo ser
extrapolado, inclusive para outras cepas da mesma espécie (GUARNER; MALAGELADA,
2003).
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As bifidobactérias sdo heterofermentativas, produzem principalmente acido acético e
latico na proporcgdo de 3:2 a partir de carboidratos, ndo formam gas carb6nico, exceto durante
a degradacdo do gluconato, e sdo capazes de utilizar a glicose, a galactose, a lactose e a
frutose como fontes de carbono. Multiplicam-se em temperatura 6tima de 37 - 41°C, com pH
6timo de 6 a 7. Abaixo de 4,5 e acima de 8,5, bem com a 45 °C, ndo h& multiplicacéo, sendo
destruidas a 60 °C (GOMES; MALCATA, 1999). As bifidobactérias fermentam
seletivamente os carboidratos prebioticos do tipo frutano, preferencialmente a outras fontes de
carboidratos (ROBERFROID, 2007).

A producdo de acido latico por bifidobactérias parece ter um papel significativo na
manutencdo da colonizag&o por varios mecanismos (GIBSON et al., 2005). As bifidobactérias
também sdo capazes de produzir vitaminas B1l, B2, B6, B12, acidos nicotinico e folico
(SAARELA et al., 2000). Dentre as espécies pertencentes ao género Bifidobacterium,
destacam-se devido ao potencial probidtico B. bifidum, B. breve, B. infantis, B. lactis, B.
animalis, B. longum e B. thermophilum (SAAD, 2006).

Bottacini et al. (2011) ao estudar a estrutura do genoma de B. animalis subsp. lactis
BLC1 concluiu que a estrutura é altamente sinténica com a do genoma sequenciado
recentemente de B. animalis subsp. lactis BB12. B. lactis séo resistentes a um pH baixo e a
concentracdes elevadas de sais biliares, sendo bem adaptadas para sobreviver em grande
quantidade durante o processo de fabricacdo e de armazenagem até ao consumo, permitindo
desta forma a sua utilizacdo como culturas comerciais pela indUstria alimentar, especialmente
na producdo de leites fermentados (GUEIMONDE et al., 2004). Devido a isto, o
desenvolvimento de produtos lacteos fermentados incorporando bactérias probi6ticas como as
bifidobactérias cresceu muito na dltima decadas (VASILIEVIC; SHAH, 2008).

Contudo, apesar da pratica comum na producdo de iogurte funcional com probidticos
de se utilizar cultura mista contendo Streptococcus. thermophilus, Lactobacillus delbruekii.
subsp. bulgaricus e Bifidobacterium spp., alternativamente, Bifidobacterium spp. pode ser
multiplicada separadamente antes da incorporacdo no iogurte para assegurar um nivel
desejavel desta cultura probidtica no produto final (KAILASAPATHY; RYBKA, 1997).
Modler (1993) descreve que o procedimento ideal para a incorporacdo do probidtico seria a
multiplicacdo de Bifidobacterium spp. separadamente, seguido pelo enxague dos metabdlitos
e transferéncia das células para o iogurte. O consumo de iogurte que contém bifidobactérias,
além de diminuir a quantidade de substancias putrefativas presentes nas fezes (tais como
amonia), melhora o transito intestinal pelo aumento de volume da biomassa intestinal (SAAD,
2006).
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Gibson et al. (2004) propGem que “prebidtico é um ingrediente seletivamente
fermentado que permite alteragdes especificas, tanto na composicdo e/ou atividade na
microbiota gastrintestinal, conferindo beneficios ao bem-estar e a satde do hospedeiro”. Uma
substancia (ou grupo de substancias), para ser considerada prebidtica, deve atender aos
seguintes requisitos: ser de origem vegetal;, fazer parte de um conjunto heterogéneo de
moléculas complexas; ser fermentdvel por bactérias benéficas, como bifidobactérias e
lactobacilos (probioticos); ser osmoticamente ativa; ser resistente ao processo digestivo
(acidez gastrica, hidrélise enzimatica e absorcdo gastrintestinal); e ser benéfica a salde do
hospedeiro (RENHE et al., 2008; WANG, 2009; AIDA et al., 2009).

As substancias prebioticas agem alimentando e estimulando a multiplicagdo de
diversas bactérias intestinais benéficas, cujos metabolitos atuam diminuindo o pH mediante o
aumento da quantidade de &cidos organicos presentes no ceco. Por outro lado, atuam
blogueando os sitios de aderéncia (principalmente a D-manose), imobilizando e reduzindo a
capacidade de fixacdo de algumas bactérias patogénicas na mucosa intestinal. Estudos
mencionam que os oligossacarideos podem atuar, também, estimulando o sistema imune,
mediante a diminuicdo indireta da translocacdo intestinal por patdgenos, que desencadeariam
infecgBes ap0s atingir a corrente sanguinea (MAKRAS et al., 2005; SHOAF et al., 2006;
HAFER et al., 2007).

Diversos estudos experimentais mostraram a aplicacdo da inulina e da oligofrutose
como fatores bifidogénicos, ou seja, estimulam a predominancia de bifidobactérias no célon.
Consequentemente, ha estimulo do sistema imunolégico do hospedeiro, reducdo nos niveis de
bactérias patogénicas no intestino - a inulina é capaz de restringir a multiplicacdo de bactérias
patogénicas potenciais, tais como Escherichia coli e Salmonella (LATTIMER; HAUB, 2010)
-; alivio da constipacdo; reducdo do risco de arteriosclerose atraves da diminui¢do na sintese
de triacilglicerdis e acidos graxos no figado e diminuicdo do nivel desses compostos no
sangue em virtude do baixo valor de energia ndo digerivel (menor que 9 kJ/g) (SAAD, 2006).

A inulina é uma fibra solavel, fermentavel e ndo digerivel pela a-amilase e por
enzimas hidroliticas, como a sacarase, a maltase e a isomaltase, no trato gastrintestinal
(SAAD, 2006). Pertence ao grupo dos frutanos, e € um polimero linear de D-frutose com
ligacdes glicosidicas B (2—1), com grau de polimerizagdo de 11 a 60 mondmeros. Quando 0
numero de unidades de monossacarideos varia entre 2 e 8, e estes sdo produzidos por hidrdlise
enzimatica parcial da inulina, chama-se fruto-oligossacarideos (FOS). A alta especificidade
dos FOS bem como da inulina como substratos para bifidobactérias resulta da atividade das

enzimas B - frutosidases (inulinases) associadas a células especificas, as quais hidrolisam



23

mondmeros de frutose da extremidade ndo-redutora da cadeia de inulina ou de determinados
acucares em que o residuo de frutose ocorre na posi¢cdo (2—1). Essas hidrolases sdo
produzidas por alguns bolores e leveduras e sO esporadicamente por bactérias (FORTES,
2006; SAAD, 2006; CATALDO et al., 2007).

Como prebidticos, a maior parte dos efeitos da inulina e dos FOS se processa
essencialmente pela modificacdo benéfica da microbiota enddgena intestinal, interferindo na
sua composicdo, nas funcdes da mucosa, nas atividades das glandulas enddcrinas e a absorcédo
de minerais (ROBERFROID, 2007; LATTIMER; HAUB, 2010). A degradacéo da inulina por
acdo de bactérias benéficas produz os &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) que possibilitam
varios beneficios a saude como: diminuicdo do pH luminal; diminuicdo do numero de
patdgenos; aumento da absor¢do mineral; absorcdo adequada de agua e sodio; prevencao de
colite (inflamacdo do colon); prevencao da diferenciacdo celular (de células normais a células
tumorais); estimulo na proliferacdo celular da mucosa; e auxilio na circulagdo sanguinea da
mucosa (beneficiando a nutrigdo celular) (NAIR et al., 2010).

A composicdo da microbiota intestinal pode ser modificada através da introducédo de
prebidticos na dieta, sendo 0s mais estudados e utilizados comercialmente a inulina, os FOS e
os galactooligossacarideos (GOS). Estes glicosideos ligados por ligagdes [ sdo resistentes a
digestdo por enzimas secretadas pelo hospedeiro no intestino delgado e atingem o célon
intactos. Tornam-se, entdo, disponiveis para a microbiota do célon preparada para metabolizar
estes oligossacarideos especificos (DAVIS et al., 2010). A garantia de estimulo da
multiplicacdo de bifidobactérias no colon pode ser assegurada com doses diarias de 4 a 5g de
inulina e/ou oligofrutose (SAAD, 2006). Quando fermentada, a inulina tende a favorecer a
producdo de propionato que, por sua vez, reduz a relacdo acetato/propionato, conduzindo a
uma diminuicdo do colesterol sérico total e de LDL (lipoproteinas de baixa densidade), que
sdo fatores de risco importantes para as doencas cardiovasculares (LATTIMER; HAUB,
2010).

As propriedades quimicas da inulina e FOS variam com o comprimento da cadeia dos
polimeros. Moléculas pequenas, com 3 a 6 mondmeros, sdo usadas como adocgantes de baixo
valor energético e de 6 a 60 mondmeros sdo usadas como substitutos de gorduras em
preparacdes alimentares como sorvete (RENHE et al., 2008; NAIR et al., 2010). A inulina de
cadeia longa apresenta maior estabilidade térmica, € menos sollvel e mais viscosa que a
inulina de cadeia curta e tem sido utilizada em diversos produtos lacteos (BAYARRI et al.,
2010; ERTEKIN; GUZEL-SEYDIM, 2010).
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A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) permite alegacdo de
funcionalidade desde que a por¢do do produto pronto para consumo forneca no minimo 3g de
inulina ou FOS se o alimento for sélido, ou 1,5 g se o alimento for liquido (BRASIL, 2008).

Neste contexto estudos envolvendo bebidas lacteas prebidticas estdo em grande

expansao, contudo, bebidas lacteas de cabra ainda s&o pouco estudadas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCAL DE EXECUCAO

A elaboracdo das bebidas lacteas fermentadas foi desenvolvida no Laboratorio de
Técnica Dietética do Departamento de Nutricdo do Centro de Ciéncias da Salde da
Universidade Federal da Paraiba - UFPB. As andlises fisico-quimicas e de sinérese,
microbiologicas e sensoriais foram realizadas nos laboratorios de Bioquimica de Alimentos,
Microbiologia de Alimentos e de Andlise Sensorial, todos do Departamento de Engenharia de
Alimentos do Centro de Tecnologia da UFPB. A andlise de viscosidade foi realizada no

Laboratorio da Farmacia-Escola do Centro de Ciéncias da Saude da UFPB.

3.2 MATERIA-PRIMA

Os ingredientes utilizados nas formulac6es das bebidas lacteas estéo listados abaixo:

a. Leite de cabra UHT (Lote C046615A) (CCA Laticinios, Castro, Parand, Brasil).

b. O soro de queijo de cabra foi obtido da producdo de queijos tipo coalho por
coagulacdo enzimatica, no Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento de Produtos Laticinios
(PDLAT), pertencente ao Centro de Ciéncias Humanas Sociais e Agrarias (CCHSA), Campus
I1l da UFPB, localizado no municipio de Bananeiras — PB. O soro foi envasado em
embalagens plasticas, congelado e acondicionado em isopor com gelo reciclavel e
transportado para o laboratério de Microbiologia de Alimentos da UFPB na cidade de Jodo
Pessoa.

c. Sacarose — acUcar refinado comercialmente distribuido (Unido, Sertdozinho, S&o
Paulo, Brasil) (Lote 5063).

d. Cultura probidtica - Bifidobacterium lactis (BLC 1) (Sacco Group, Cadorago,
Italia), liofilizada do tipo DVS (“direct vat set”) (Lote C046615A).

e. Chocolate em po6 soluvel, comercialmente distribuido (Nestlé, S&o Paulo, Sdo Paulo,
Brasil) (Lote 31411216).

f. Ingrediente prebi6tico Synergy1® (mistura de inulina e oligofrutose) contendo cerca
de 6 a 10% de outros carboidratos (glucose, frutose, sacarose) (Beneo — Orafti, Oreye,
Belgium) (Lote YAECX1DCX1).

g. Mistura de gomas xantana, carboximetilcelulose de sédio e carragena (Genkorlac
CM 130) (Genkor Ingredientes, Itupeva, S&o Paulo, Brasil) (Lote 13030077-AP).
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3.3 ELABORACAO DO INOCULO

O preparo do in6culo, adaptado de Modler (1993), consistiu na pesagem e dilui¢do de
19 da cultura de B. lactis liofilizada para cada 100 mL de leite de cabra UHT, incubacédo em
erlenmeyer de 150 mL vedado com algod&o e gase estéril, por 12h na temperatura de 35 °C,

sendo em seguida adicionado as formulacgdes da bebida lactea.

3.4 PROCESSO DE FABRICACAO DAS BEBIDAS LACTEAS FERMENTADAS

De acordo com estudos preliminares e com base na legislacdo brasileira para bebidas
lacteas (BRASIL, 2005), as bebidas lacteas deste estudo foram desenvolvidas conforme

apresentado na Figura 1.

Pesagem dos ingredientes Pasteurizacio do

eaclcar (7g/100mL) S0ro
« chocolate em p6 (2,89/100mL) (65+2°C/30min)
*goma (0,2g/100mL)

* prebidtico (3 ou 6g/100mL)

Resfriamento do

Mistura do agucar, soro (35+2°C)
chocolate e goma
no leite de cabra

(Mistural)
Adicdo da Mistural (pasteurizada)
e do prebidtico ao soro
Pasteurizagio pasteurizado, seguida de
(65+2°C/30min) homogeneizagdo (Mistura 2)

Acondicionamento
em garrafas de
polipropileno de
150mL

Adicdo do in6culo
(2mL/100mL) e
homogeneizagéo

Resfriamento
(35+2°C)

Armazenamento a
5+2°C

Figura 1- Fluxograma do processo de fabricacdo da bebida lactea.
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3.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O estudo foi desenvolvido através de ensaios com diferentes proporcoes de prebiotico
- Synergy 1® (oligofrutose e inulina) e de soro de leite de cabra, na formulagdo da bebida
lactea obtida a partir dos resultados dos ensaios prévios. Foi utilizado um delineamento
experimental central composto (um ponto central e dois fatores) para a obtencdo de um
modelo que representasse os efeitos das duas variaveis independentes analisadas, conforme a
Tabela 4.

Tabela 4 - Delineamento experimental central composto utilizado para estudo das
formulagdes da bebida lactea

Variaveis independentes Variaveis independentes decodificadas

. codificadas
Formulagdes Prebidtico
Soro Prebidtico Soro (9/100g) (9/100g)
1 -1 -1 15 0
7 0 0 30 3

A anélise dos residuos, o coeficiente de determinacdo (R? ajustado) e a falta de ajuste
foram utilizados para verificar a adequacdo do modelo. A equacdo polinomial candnica de
Scheffé foi usada para avaliar o efeito do ingrediente prebidtico e do soro sobre as seguintes
variaveis-dependentes, selecionadas dentre os diversos parametros analisados: viabilidade da
bactéria probiotica B. lactis, viscosidade aparente, pH e teor de solidos totais, aos 14 dias de
armazenamento, para as formulacbes F1 a F7, admitindo um modelo linear para explicar os

resultados, conforme segue:

A: + + + N
J=PBo lel B2x2 Bllez, onde:

Bo B v BZ, [312: coeficientes da regresséo
X X X! variaveis independentes soro, prebidticos e interacdo do soro com o prebidtico,

respectivamente

¥: resposta determinada no produto
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Os coeficientes de regressdo da equacao polinomial candnica de Scheffé do modelo
ajustado foram utilizados para avaliar os efeitos do prebidtico e do soro sobre as variaveis -
dependentes, aos 14 dias de armazenamento, para as formulacdes F1 a F7. Os resultados
foram apresentados graficamente e as variaveis dependentes foram utilizadas para o célculo
das desejabilidades individuais e global associadas com cada resposta e com todo o sistema,
respectivamente. As variaveis-respostas foram expressas como média [desvio padrdo], apés
avaliacdo da normalidade (teste de Shapiro-Wilks com p < 0,05). A homogeneidade das
variancias foi previamente analisada atraves do teste de Levene e parametros com desvios
significativos foram submetidos aos respectivos testes ndo-paramétricos. Os resultados
quantitativos obtidos para as demais variaveis-respostas foram avaliados estatisticamente pela
analise de variancia ANOVA e a comparacdo das médias foi feita pelo teste de Tukey com p
< 0,05. A anélise sensorial foi expressa pela mediana [quartil 25 % - quartil 75 %] e com
comparacdo de mediana realizada pelo teste de Mann-Whitney U com p < 0,05. O software
utilizado foi 0 STATISTICA 7.0 (Statsoft Inc., USA).

3.6 CARACTERIZACAO DAS MATERIAS-PRIMAS

O soro e leite caprinos foram analisados quanto as caracteristicas fisico-quimicas e
microbiol6gicas. Na avaliacdo fisico-quimica foram determinados, em triplicata, 0s
parametros de sélidos totais (990.19), proteinas (939,02), lactose (923.09), cinzas (930.30),
gordura (2000.18), acidez em acido latico (947.05) e pH, conforme metodologia recomendada
pela AOAC international (AOAC, 2005). A determinacdo dos parametros microbioldgicos
seguiu metodologia recomendada pela American Public Healh Association (APHA, 2001)
sendo submetidas a determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais
(NMP/mL) e termololerantes (NMP/mL), contagem total de bactérias aerdbias mesofilas
(Unidades Formadoras de Colonias por mL - UFC/mL), deteccdo de Salmonella spp.,
contagem de Staphylococcus aureus (UFC/mL) e contagem de bolores e leveduras
(UFC/mL).



29

3.7 ANALISES FISICO-QUIMICAS DAS BEBIDAS LACTEAS

As bebidas lacteas elaboradas foram submetidas as analises de solidos totais,
procedendo-se secagem de 5 g da amostra em estufa (Fanem 3155E, Sao Paulo, Brasil) a 105
°C por 12h até obtencdo de peso constante; teor de proteinas, seguindo-se 0 método Micro-
Kjedahl; lactose, pelo método de Fehling; cinzas, por incineragdo em mufla (Quimis, S&o
Paulo, Brasil) a 550 °C utilizando-se a amostra seca (ja utilizada para a analise de solidos
totais). Todas as analises foram realizadas em triplicata segundo recomendacdo da AOAC
International (2005).

3.8 AVALIACAO DAS BEBIDAS LACTEAS DURANTE O ARMAZENAMENTO

Toda as formulagdes das bebidas lacteas foram armazenadas sob refrigeracdo (5 °C) e
avaliadas nos tempos 1, 7, 14, 21 e 28 dias, quanto as andlises fisico-quimicas (pH, acidez
titulavel, sélidos totais, viscosidade aparente e sinérese) e microbioldgicas (coliformes totais e
termotolerantes — NMP/mL, contagem de bolores e leveduras - UFC/mL e viabilidade de B.
lactis). A deteccdo de Salmonella ssp e contagem de Staphylococcus aureus (UFC mL™)
foram realizadas apenas ap06s 7 dias de armazenamento refrigerado para assegurar a qualidade

sanitaria do produto. Andlise Sensorial (teste de aceitacdo) foi realizada no tempo de 14 dias.

3.8.1. Determinacdo das anélises fisico-quimicas

A determinacdo do pH foi realizada em potenciometro digital modelo Q488AS
(Quimis, Brasil) aferido com as solucdes tampdes pH 4,0 e 7,0. A acidez titulavel foi
determinada por titulometria com solugcdo de NaOH 0,1 Mol/L, utilizando-se como indicador
a fenolftaleina, sendo os resultados expressos em porcentagem de acido latico presente na
amostra. O teor de sélidos totais foi determinado procedendo-se secagem de 5 g da amostra
em estufa a 105 °C por 12h até obtencao de peso constante. Todas as analises foram realizadas
em triplicata segundo metodologia recomendada pela AOAC International (2005). A sinérese
foi realizada com base no método da centrifugacéo utilizado por Gauche et al. (2009), em que
10 g de amostra a 8 = 1 °C foram centrifugadas sob refrigeracdo a 417 x g por 10 minutos,
onde foi utilizada uma centrifuga refrigerada modelo CT - 5000R (Cientec, S&o Paulo,
Brasil). Nesta analise, o soro separado foi coletado e o resultado foi expresso em

porcentagem, dividindo-se a massa de soro separada pela massa inicial da amostra e
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multiplicando-se por 100. Para as medidas de viscosidade aparente foi utilizado o
viscosimetro FUNGILAB BASIC PLUS tipo Brookfield (FUNGILAB, Italia). As analises
foram realizadas a temperatura de 5 £ 1°C com velocidade de rotacdo de 60 rpm, utilizou-se o

spindle L2. Os resultados foram obtidos em milipascal-segundo (mPa s).

3.8.2 Andlises microbioldgicas

A determinacdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e
termotolerantes foi realizada com a inoculacdo de aliquotas das amostras (10, 1 e 0,1 mL) em
trés séries de trés tubos contendo caldo verde brilhante bile 2% e calco EC, respectivamente, e
tubos de fermentacdo (Durham), seguida de incubacéo a 35 °C por 24 a 48 horas e a 45 °C por
24 horas, respectivamente. Apés incubacédo, foi observado se houve turvacdo e producdo de
gas e estimado o NMP com uso da tabela de Henkins. A contagem de bolores e leveduras
baseou-se na semeadura da amostra e de suas diluicdes em agar batata dextrose (PDA)
adicionado de cloranfenicol (100 mg/L), seguido de incubacdo em temperatura de 25 + 1 °C
por 5 dias, na qual os resultados obtidos foram expressos em Unidades Formadoras de
Col6nia por mililitro (UFC/mL). A determinacdo dos parametros microbioldgicos seguiu a

metodologia recomendada pela American Public Healh Association (APHA, 2001).

3.8.3 Viabilidade de B. lactis

A viabilidade de B. lactis nas bebidas lacteas foi determinada a partir de por¢des de 25
mL de amostra colhidas assepticamente, diluidas em 225 mL de &gua peptonada (diluicao
107!) e submetidas a diluicBes decimais seriadas com o mesmo diluente. B. lactis foi
enumerada utilizando semeadura em profundidade em agar DeMan-Rogosa-Sharpe (MRS
Agar, Himedia, india) acrescido de propionato de sédio (0,3% m/v), cloreto de litio (0,2%
m/v) e L-cisteina HCL (0,05% m/v), e em anaerobiose a 37 °C (Anaerobac sistema anaerobio,
PROBAC, Santa Cecilia, SP) por 72 horas conforme descrito por Vinderola e Reinheimer
(1999). Os resultados foram expressos em logaritmo de unidades formadoras de coldnias por
mL de produto (log UFC mL™).



31

3.9 ANALISE SENSORIAL

Este estudo foi submetido & avaliacdo e apreciacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba e aprovado sob o nimero
do Protocolo 440.040/2013 e do Certificado de Apresentagio para Apreciagio Etica (CAAE):
17196513.3.0000.5188, reconhecido pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)
(ANEXO A).

Conforme recomendacGes de Meilgaard et al. (2007), o teste de aceitacdo foi
conduzido com 50 avaliadores ndo treinados e amostras de 50 mL recém removidas da
refrigeracdo, devidamente codificadas, que foram apresentadas aleatoriamente em cabines
individuais, servidas em copos de plastico descartaveis, acompanhadas da ficha de avaliacéo
sensorial (ANEXOS B e C). O teste foi realizado ap6s 14 dias de armazenamento refrigerado
da bebida lactea. Cada avaliador testou no méaximo duas amostras de diferentes formulacGes
de forma monéadica. Os avaliadores avaliaram as amostras quanto ao sabor, cor, aroma e
textura, utilizando escala hed6nica estruturada de nove pontos (9 = gostei muitissimo; 5 =
nem gostei e nem desgostei;1 = desgostei muitissimo). Para anular sabores residuais foram

oferecidos aos avaliadores, nos intervalos de cada prova, biscoitos de &gua e sal e agua.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo estdo apresentados sob a forma de um artigo cientifico,
intitulado Effects of inulin combined with oligofructose and goat cheese whey on
physicochemical properties and sensory acceptance of a probiotic chocolate goat dairy
beverage, que foi elaborado e submetido conforme as normas do periédico LWT - Food and
Science  Technology (ISSN: 0023-6438), cujo fator de impacto ¢é 2,546.
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ABSTRACT

This study aimed to produce chocolate goat dairy beverages with the probiotic
Bifidobacterium lactis and evaluate the effects of goat cheese whey and prebiotics
(inulin and oligofructose) on the physicochemical parameters and sensory features of
the beverages. All formulations (n = 7) had decreased pH and concomitant increase in
the acidity during refrigerated storage. Beverages made with the lowest amounts of
whey (F1 and F3) had greater decrease in pH from 14 days of storage. The apparent
viscosity increased up to 21 days for all formulations, and up to 28 days for F4 (6 g
100 g " * prebiotics and 45 mL 100 mL ** whey). B. lactis showed counts between 6
and 8 log CFU mL™. F4 presented the highest average in sensory attributes flavor and
aroma. Apparently, larger amounts of prebiotics and whey in the beverage enhance the
flavor perception, which may be a consequence of the intensification of cocoa flavor
and / or lower acidity perception. Thus, the amounts of whey and fructans turn F4 the

formulation that best represents the desirability profile chosen for the probiotic


mailto:hrcarda@gmail.com

41

chocolate goat dairy beverage with probiotic viability above 7 log CFU mL™ and

improved viscosity and sensory features.

Keywords: Bifidobacterium lactis, prebiotics, goat cheese whey, goat milk.

1. Introduction

The consumption of foods that promote wellness, health, and reduced risk of
diseases such as probiotics and prebiotics has grown worldwide. During the past
decade, more than 500 new products were introduced to the market (Ashraf & Shah,
2011). Among probiotic microorganisms, bifidobacteria have been used mainly in dairy
bovine products, especially in fermented milks, yogurts and dairy beverages (Castro et
al., 2013; Ranadheera, Evans, Adams, & Baines, 2013a). Bifidobacteria have low
viability in pH below 4.0 (Saarela et al. 2011) and their multiplication can also be
affected by oxygen and hydrogen peroxide (Roy, 2005). Therefore, a strategy to
promote high viability of these bacteria in the product is the use of a separately
fermented inoculum containing high number of viable cells before incorporation to milk
formulations (Kailasapathy & Rybka, 1997).

Dairy products can help in the survival of bifidobacteria to gastric juice due to
its buffering effect. Studies involving Bifidobacterium lactis species reported excellent
maintenance of viability in fermented milk until the time of consumption (Ross,
Desmond, & Stanton, 2005; Gueimonde et al., 2004). The maintenance of B. lactis
viability in dairy products may be improved by the addition of prebiotic ingredients
such as inulin and oligosaccharides, which have bifidogenic properties and do not
interfere with the flavor of the final product (Roberfroid, 2007).

Dairy beverages formulated with cheese whey have gained prominence in the
global dairy market, as they are produced using simple technologies and are widely
accepted by consumers of different age groups (Kresi¢, Herceg, Lelas, & Jambrak,
2010). These products have interesting nutritional value due to their protein content and
are an important alternative for the reuse of whey generated during cheese production,
which is a strong source of pollution for the environment when improperly disposed
(Sanmartin, Diaz, Rodriguez-Turienzo, & Cobos, 2011; Hernadndez-Ledesma, Ramos, &
Gomez-Ruiz, 2011).

Dairy products made with goat milk are consumed worldwide and are associated

with increased goat milk production and demand in numerous countries recently
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(Queiroga et al., 2013). Formulations of mixed goat and cow milk beverage have been
studied (Gomes et al, 2013), however, there is a lack of information regarding dairy
beverage formulations with only goat milk, particularly when formulated with
probiotics and prebiotics. In addition, most of the studies about dairy beverages reported
formulations with fruits or fruits jam and there are no reports of goat dairy beverage
with chocolate.

Therefore, the aim of this study was to produce chocolate goat dairy beverages
with the probiotic B.lactis and evaluate the effects of goat cheese whey and prebiotics
(inulin and oligofructose) on the physicochemical parameters and sensory features of

the beverages.
2. Materials and Methods

2.1. Materials

Dairy beverage formulations were prepared using the following ingredients: B.
lactis culture (BLC 1, Sacco Brazil, Sdo Paulo, Brazil); Synergy1® prebiotic (mixture of
inulin and oligofructose) (Beneo - Orafti, Oreye, Belgium); pasteurized goat cheese
whey obtained from the production of rennet-type cheese (Laboratory of Research and
Development of Dairy Products, Center for Humanities, Social and Agrarian Sciences -
Federal University of Paraiba, Bananeiras, Brazil); UHT goat milk (Caprilat, Parana,
Brazil); sucrose (Unido, So Paulo, Brazil); powdered chocolate (50 % cocoa) (Nestlé,
Sdo Paulo, Brazil) and xanthan, sodium carboxymethyl cellulose and carrageenan gums
(Genkorlac CM 130) (Sé&o Paulo, Brazil). The composition of milk and whey used in

formulations is shown in Table 1.

2.2. Experimental design and statistical analysis

Seven formulations were prepared according to the central composite design to
obtain a model that represents the behavior of independent variables goat cheese whey
(X1) and Synergyl® prebiotic (oligofructose and inulin) (X2) added at different
proportions in the formulations (Table 2). Formulations were randomly prepared. The
analysis of residues, determination coefficient (adjusted R?) and the lack of fit were
used to verify the model adequacy. The regression coefficients of the Scheffé canonical
polynomial equation of the adjusted model were used to evaluate the effects on the

dependent variables (B. lactis viability, apparent viscosity, pH and total solids). After
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model adjustment, the results expressed as means * standard deviation were submitted
to analysis of variance (ANOVA) and Tukey test with P < 0.05. For the sensory
analysis data, the results were expressed as median [25 % quartile - 75% quartile] and
comparison of medians by the Mann-Whitney U test with P < 0.05. All analyses were

performed using Statistica 7.0 software (Statsoft Inc., USA).

2.3. Production of the dairy beverages

The production of the dairy beverages consisted initially of homogenization and
pasteurization (65°C 30 min™) of sucrose (70 g L ™), powdered chocolate (28 g L %),
gums (2 g L™ %) and goat milk. Pasteurized goat cheese whey and / or prebiotic were
added and homogenized according to each formulation (Table 2). In the last step, the
inoculum (10* CFU mL %, 20 mL L ™) prepared from 1 g of culture in 100 mL UHT
goat milk and incubated at 35°C for 12 h was added to the beverage that was stored in
plastic bottles (150 mL) at 5°C + 2°C for 28 days. The same goat milk and goat cheese
whey batches were used.

2.4. Physicochemical analysis of dairy beverages

Physicochemical analyses were determined on the first day of storage according
to AOAC methods (2005): fat (2000.18), protein (939.02), lactose (923.09), total solids
(990.19), ash (930.30), titratable acidity (g of lactic acid 100 g ~ ) (920 124).
Physicochemical analyses of pH, titratable acidity, total solids, apparent viscosity and
syneresis were performed after 1, 7, 14, 21 and 28 days of storage.

The apparent viscosity was measured using a Brookfield type viscosimeter
(FUNGILAB, Italy) at 5 £ 2°C and rotation speed of 60 rpm. The results are given in
millipascal seconds (mPa s). Syneresis was analyzed by centrifugation (Gauche et al.
2009).

2.5. Microbiological analysis of dairy beverages

Microbiological analysis followed the methodology recommended by the
American Public Healh Association (APHA, 2001), as follows: determination of the
most probable number (MPN) of total coliforms (MPN mL™ %) and of thermotolerant
coliforms (MPN mL"%); enumeration of molds and yeasts (CFU mL™): enumeration of

Staphylococcus aureus (CFU mL ™); detection of Salmonella ssp, the later two only



44

carried out after 7 days of refrigerated storage to ensure sanitary quality of the product,

while the others after 1, 7, 14, 21 and 28 days of storage.

2.6. Viability of B. lactis

The viability of B. lactis on dairy beverages was determined after 1, 7, 14, 21
and 28 days. The samples were submitted to serial decimal dilutions in peptone water (1
g L' %) and pour-plated in deMan-Rogosa-Sharpe agar (MRS Agar Himedia, India)
added of sodium propionate (3 g L ™), lithium chloride (2 g L™) and L-cysteine
hydrochloride (0.5 g L ) followed by anaerobic incubation (Anaerobac Probac, S&o
Paulo, Brazil) at 37°C for 72 hours (Vinderola & Reinheimer, 1999). Results were
expressed as logarithm of colony forming units per mL of product (log CFU mL ™).

2.7. Sensory evaluation

The sensory evaluation of the this study was approved by the Ethics Research
Committee of the Health Sciences Center of the Federal University of Paraiba, Paraiba
State, Brazil (CAAE: 17196513.3.0000.5188; Protocol No: 440.040/2013), recognized
by Ethics Research National Commission (CONEP).

Acceptability tests were conducted with 50 untrained panelists (consumers) and
50 mL coded samples were randomly presented in individual booths, served in plastic
cups, accompanied by a sensory evaluation form (Meilgaard et al. 2007). The tests were
performed after 14 days of storage, and each panelist tested a maximum of two samples
of different formulations in a monadic order. The samples were assessed for flavor,
color, aroma and texture, using a nine-point hedonic scale (9 = liked extremely, 5 =

neither liked nor disliked; 1 = disliked extremely).

3. Results and discussion

3.1. Microbiological analysis and physicochemical composition of dairy beverages
Microbiological analyses revealed that all goat dairy beverage formulations were
in accordance with Instruction 16/2005 of the Brazilian Legislation (Brazil, 2005)
during the storage period (28 days). The counts of total and thermotolerant coliforms
were lower than 3.0 mL MPN ~!and the counts of molds and yeasts ware lower than 10
CFU mL ~*. The counts of S. aureus were lower than 10 2 CFU mL * and Salmonella

Spp was not detected.
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The highest levels of lipids, proteins and ash were observed in formulations with
the lowest amounts of whey (F1 and F3) (Table 3), similarly to the reported by Gerhardt
et al. (2013) for bovine and mixed bovine and caprine dairy beverages formulated with
different amounts of ricotta whey.

The addition of Synergyl® (F3 to F7 formulations) increased the total solids
content of dairy beverages (Table 3). The lactose content varied among formulations,
being higher in those with the highest proportion of goat milk (F1 and F3) (P <0.05)
(Table 3). Gomes et al. (2013) reported similar lactose values (5.03 g 100g %) for dairy
goat milk beverages in their study.

The pH and titratable acidity values of dairy beverages also differed (P < 0.05)
among formulations (Table 3), which could be related to the proportion of milk and
whey used, the activity of the initial inoculum, the storage time and the interaction of
other ingredients present in the formulations (Thamer & Penna, 2006). Whereas the
addition of B. lactis inoculum to the formulations requires adaptation of
microorganisms to the new medium, acidity and pH may have been influenced by the

metabolism of ingredients available for this adaptation.

3.2. Physicochemical analysis during refrigerated storage

All formulations had a pH decrease (P <0.05) throughout refrigerated storage
(Table 4). Beverages formulated with the lowest amounts of whey (F1 and F3) had
greater pH decrease from 14 days of storage (P <0.05). In contrast, the acidity values
increased (P <0.05) in all formulations from 14 days of refrigerated storage, except for
F2, which only showed increase of this parameter at 21 days. Although it was reported
that during the storage period there is stabilization of pH and acidity in dairy beverages
(Gomes et al. 2013; Wang, Bao, Hendricks, & Guo, 2012), this was not observed in the
present study. However, it is known that the acidification of fermented milk products
may evolve during refrigerated storage, becoming less pronounced due to the effect of
the low temperatures used in storage (Rojas-Castro, Villalobos, & Castro, 2007). In this
study, increased acidity in the formulations can be the result of post-acidification due to
the continued fermentation by B. lactis during storage, which is also reported for yogurt
produced in co-culture with Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus (Rojas-Castro, Villalobos, & Castro, 2007).

F3 and F4 formulations (containing 6 g 100 g™ Synergy1®) presented total solids

content significantly higher during the 28 days of storage and did not differ from each
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other (P < 0.05), while F1 and F2 (without added Synergy1®) showed lower values.
Differences in the total solids content among formulations can affect viscosity and
syneresis, since the higher the total solids content, the lower the intensity of attractive
forces between casein micelles, increasing water retention (Vargas et al. 2008).

No syneresis occurred during the 28 days of storage, showing a positive effect of
the mixture of gums used. It is known that anionic hydrocolloids (xanthan gum, guar
gum, pectin and carrageenan) interact with positive charges on the surface of casein
micelles in fermented milks, reinforcing the network formed, consequently reducing
syneresis (Everett & McLeod , 2005). Furthermore, the addition of whey and Synergy1®
(inulin and oligofructose) did not affect syneresis in the dairy beverages of the present
study, although increased syneresis has already been reported in fermented dairy
beverages added of cheese whey and oligofructose (Castro et al. , 2009).

The apparent viscosity increased up to 21 days in all formulations, with a decline
between 21 and 28 days, except for F4 (P <0.05) (Table 4). This increase may be related
to the solidification of the gel structure and eventual thixotropy in the product (Gomes
et al., 2013; Wang, Bao, Hendricks, & Guo, 2012). Moreover, the combination of whey
and prebiotic has probably influenced the maintenance of the formulation viscosity,
since F4 had the highest amounts of these ingredients and knowing that inulin shows
good stability during storage of acid products such as yoghurt and dairy beverages, like
the product developed in this study, and thus been capable of interacting with water to
form microcrystals and making the mixture more soft and creamy (Pimentel, Garcia, &
Prudencio, 2012).

3.3. Viability of B. lactis

There was a reduction in the viability of B. lactis after one day of storage in all
formulations (standardized addition of 9 log CFU mL™'); however, F1 presented higher
population of B. lactis than the other formulations (P < 0.05) (Table 5). This behavior
was possibly the result of F1 composition, which, among the formulations studied, was
the closest to the composition of nutrients used to obtain the inoculum.

A significant increase (P < 0.05) in the viability of B. lactis up to 14 and 21 days
for formulations F1 to F3, and F4 to F7, respectively, was observed, remaining between
6 and 8 log CFU mL" * throughout the storage period (Table 5). This result should be

highlighted because it meets what is recommended as minimum daily intake of viable
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cells of a probiotic per portion of the product ready for consumption (Brazil, 2008),
foregrounding the functional potential of the formulated dairy beverages.

Ranadheera, Evans, Adams, and Baines (2013b) reported an increase in the
viability of B. lactis in probiotic chocolate goat ice cream similar to that reported in this
study, while other authors have found stability in the viability of B. lactis added to dairy
products during storage (Cardarelli, Buriti, Castro, & Saad, 2008; Raeisi et al. 2013 and
Casarotti, Monteiro, Moretti, & Penna, 2014). The goat milk composition includes
minerals such as calcium, zinc and magnesium, which are important components of
enzyme complexes involved in lactose fermentation, besides high protein content,

favoring the multiplication of bifidobacteria (Slacanac et al. 2010) (Table 1).

3.4. Sensory evaluation of dairy beverages

Formulation F4 (whey and prebiotic at maximum concentrations) (Table 2) had
the highest median in attributes flavor (6 [4,7]) and aroma (7 [6,8]), differing
significantly from other formulations in relation to aroma (P <0.05). In a previous
study, Montanuci, Garcia, and Prudencio (2010) reported that the addition of inulin did
not affect the intensity of sensory attributes of kefir-type fermented dairy beverages;
however, it contributed to the acceptance of the product. Thus, it can be suggested that
the combination of prebiotic with cheese whey was positive for attributes flavor and
aroma of dairy beverages of the present study.

The medians of attribute flavor ranged from 4 [3, 6] to 6 [4, 7], with F2 having
the smallest median, which differed (P <0.05) from formulations F3 (6 [4, 6]), F4 (6 [4,
7]) and F6 (5 [3, 7]). Apparently, a larger amount of prebiotic in the beverage improves
the perception of flavor, which may be a consequence of the enhanced cocoa flavor and
/ or lower acidity perception. Regarding aroma, medians ranged from 5 [4, 7] and 5 [5,
7] - F1 and F3, respectively, to 7 [6, 8] - F4. Formulations F2, F5 - F7 had median 6 [5,
7] and only F4 differed (P < 0.05) from the other formulations, which leads to suggest
that the increase in whey content improves the flavor perception in the dairy beverage.

The appearance attribute presented medians ranging from 6 [5, 7] - F2 —to 7 [6,
8] - formulations F3, F4, F5 - F7, and formulation F1 presented the highest median 7 [7,
8], differing (P < 0.05) from formulations F2, F4 and F5. Formulation F2 showed the
lowest value for this attribute, differing from formulations F1, F3, F6 and F7 (P <0.05).

The texture attribute varied from median 6 [6, 7] - F2 to 7 [6, 8] — formulations
F1, F3, F5 - F7, with difference (P < 0.05) between formulations F1 and F2 and
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formulations F3 and F7. Formulation F4 showed median 7 [6,7]; however, as the
minimum score was 6, it is considered that all formulations were approved by panelists
regarding texture and that differences in the total solids or prebiotic contents among
formulations did not affect the sensory evaluation of texture. Supposedly, the values
obtained for texture are directly related to the apparent viscosity at the day of sensory
analysis (Table 4), since the formulation with the lowest apparent viscosity value at 14
days (F2) showed the lowest median for attribute texture.

3.5. Desirability profile

The linear model and the Scheffé equations of the adjusted model were adopted
to obtain dairy beverage formulations that would best fulfill the desired results for
selected responses (pH, total solids, viability of B. lactis and apparent viscosity) at 14
days of storage. The effect of goat whey (X;) and prebiotic (X;), as well as the
interaction of ingredients (Xj2) used in formulations were determined according to the
Equations 1 to 4.

pH = 5.698 + 0.446X; + 0.059X; - 0.059X1, (Eq. 1)

Total solids = 19.908 + 1.973X; (Eq. 2)

Viability of B. lactis = 7.759 - 0.151X; - 0.053X; - 0.021X1, (Eq. 3)
Apparent viscosity = 162.395 + 15.783X; + 8.967X; + 1.45X, (Eq. 4)

In these equations, the value and the sign (+ or -) of linear coefficients obtained
for each response show that both factors contributed to increase pH and apparent
viscosity (positive B; and ;) and decrease the viability of B. lactis (negative 1 and ),
while only the prebiotic contributed to increase the total solids content (positive B2).
The low values of coefficients for the viability of the probiotic signify that there was
little influence of independent variables on this response. The effect of the interaction of
whey with the prebiotic ingredient (Bi2) demonstrates that these factors together
contributed to decrease the pH and the viability of B. lactis and to increase the apparent
viscosity. No significant interaction (Bi2) regarding the total solids content was
observed.

The maximum overall desirability obtained was 80 % (Figure 1). This result
indicates that the optimal area statistically obtained and viewed by the darker area of the

response surface corresponded to the addition of 30 to 45 mL 100 mL ~! whey and 4 to
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6 g 100 mL™* prebiotic to the dairy beverage. These ranges include formulation F4
(45mL - 100ml * whey and 6 g 100 mL * Synergy1®), which obtained the highest
scores on sensory attributes flavor and aroma and, therefore, would be the most suitable
formulation according to the conditions studied, considering minimum daily intake of
100 mL of the dairy beverage.

In conclusion, the results suggest that goat cheese whey and the combination of
inulin with oligofructose may be used as functional ingredients in the formulation of
probiotic chocolate goat dairy beverage maintaining enough probiotic viability and

improving its viscosity and sensory features.
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Table 1 - Physicochemical parameters of goat milk and goat cheese whey employed for the

production of the chocolate goat dairy beverages (mean + standard deviation).

Physical-chemical parameters Goat Milk Goat cheese whey
pH 6.7820.01 6.23+0.05
Titratable acidity (g lactic acid 100g™) 0.16+0.02 0.15+0.01
Lactose (g 100g™) 4.35+0.03 5.04+0.07
Protein (g 100g%) 3.38+0.04 0.85+0.02
Fat (g 100g™) 3.36+0.05 0.60+0.01
Ash (g 100g™%) 0.80+0.01 0.51+0.01
Non fat solids (g 100g™) 8.11+0.02 6.21+0.01
Total solids (g 100g™) 11.47+0.03 6.81+0.02
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Table 2 — Central composite design for independent variables goat cheese whey (X1) and

prebiotic (Synergy 1®) (X2) of the chocolate goat dairy beverages.

Coded variables

Uncoded variables

Formulation
whey (X1) Prebiotic (X2) whey (g 100g™)  Prebiotic (g 100g™)
F1 -1 -1 15 0
F2 1 1 45 0
F3 -1 1 15 6
F4 1 1 45 6
F5 0 0 30 3
F6 0 0 30 3
F7 0 0 30 3
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Table 3. Physicochemical composition of the chocolate goat dairy beverages (mean + standard deviation).

pH Acidity* Total solids** Lactose** Fat** Protein** Ash**
F1 6.56+0.01° 0.29+0.01° 17.43+0.01° 5.55+0.02" 3.38+0.01° 2.74+0.02° 0.77+0.01°
F2 6.40+0.01° 0.33+0.01° 17.42+0.03° 4.85+0.01° 3.22+0.02° 2.07+0.02° 0.68+0.01°
F3 6.52+0.01° 0.30+0.01° 21.72+0.03° 5.71+0.01° 3.27+0.02° 2.69+0.03¢ 0.77+0.01°
F4 6.35+0.01° 0.33+0.02° 21.77+0.02° 4.910.01° 3.000.01° 2.16+0.01° 0.69+0.02°
F5 6.44%0.01° 0.330.01° 20.13+0.05" 5.05+0.01° 3.16+0.02" 2.37+0.01° 0.65+0.01°
F6 6.44+0.02° 0.33+0.01° 19.97+0.08" 5.05+0.01° 3.16+0.04° 2.38+0.02° 0.64+0.01°
F7 6.45+0.01° 0.33+0.02" 19.89+0.03" 5.05+0.01° 3.17£0.01° 2.39+0.02° 0.65+0.01°

* g of lactic acid 100 g™. ** g 100g™
F1 (15% whey); F2 (45% whey); F3 (15% whey and 6% Synergyl®); F4 (45% whey and 6% Synergyl1®); F5, F6 e F7 (30% whey and 3%
Synergy1®).

Different superscript letters in the same column indicate significant differences between formulations (P < 0.05).
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Table 4. Physicochemical analysis of pH, titratable acidity, total solids and apparent viscosity of the
chocolate goat dairy beverages during refrigerated storage (mean + standard deviation).

Formulation 1 day 7 days 14 days 21 days 28 days
F1 6.5620.01° 6.3720.01°° 4.90£0.01°¢ 4.600.01°® 4.48+0.01*
F2 6.40+0.01°F 6.28+0.01°° 5.98+0.01% 5.15+0.01°® 4.7740.01%
F3 6.52+0.01% 6.36+0.01°° 5.21+0.01° 4.82+0.01® 4.76+0.01"
I F4 6.35+0.01° 6.26+0.01°° 5.9120.01° 5.52+0.01°® 5.03+0.02%
F5 6.4420.01° 6.33+0.01%° 5.96+0.01% 5.42+0.01% 5.05+0.01%
F6 6.44+0.02F 6.34+0.01°° 5.95+0.01% 5.43+0.01%® 5.06+0.01%
F7 6.4520.01°F 6.34+0.01°° 5.94+0.01% 5.41+0.01% 5.06+0.01%
z F1 0.29+0.01** 0.340.02** 0.64+0.03" 1.09+0.04° 1.29+0.01°°
g F2 0.33+0.01°* 0.34+0.04*" 0.37+0.02** 0.810.02°° 1.22+0.01°°
‘—;é, F3 0.30+0.01°4 0.35+0.02°* 0.61+0.02 1.01+0.03° 1.30+0.05%°
%E F4 0.33+0.02" 0.3520.02** 0.430.04%® 0.570.04°¢ 0.80+0.04%°
§ = F5 0.33+0.01" 0.3720.02*® 0.41%0.02%® 0.630.02°¢ 0.7620.01%°
% F6 0.33+0.01" 0.36£0.03*® 0.40+0.02% 0.59+0.01°¢ 0.78+0.02%°
-*E F7 0.33+0.02°* 0.37+0.02*® 0.40+0.02°° 0.610.04°¢ 0.80+0.02%°
F1 17.43+0.01** 17.45+0.03* 17.50+0.07** 17.41+0.04** 17.29+0.02°4
F2 17.42+0.03** 17.22+0.04** 17.45+0.05** 17.42+0.05** 17.36+0.02°4
8 ~ F3 21.72+0.03% 21.65+0.05 21.81+0.01% 21.72+0.02° 21.08+0.03°
E § F4 21.77+0.02 21.16+0.04" 21.54+0.02% 22.02+0.03* 21.09+0.06*
c:; E F5 20.13+0.05" 20.15+0.04° 20.02+0.04°A 19.68+0.05™ 19.79+0.05™
F6 19.97+0.08°* 20.01+0.04** 20.11+0.02°* 19.74+0.06™ 19.54+0.03"*
F7 19.89+0.03°* 20.04+0.09°* 20.03+0.06"* 19.90+0.05"* 19.43+0.06™
F1 125.77+0.47% 135.70+0.65 166.80+0.82 188.030.75°° 126.77+0.55"*
. F2 118.57+0.55" 126.23+0.68%° 138.13+0.67°° 166.20+0.70%° 116.20+0.50*
% N F3 129.630.49"  139.97+0.25®  187.63x0.49°°  198.30+0.79°  176.37+0.55%
é § F4 137.50+0.89"  140.80+0.53*  153.17+0.60°°  170.23+0.97"°  176.03+0.51%
% S F5 123.67+0.31"* 130.30+0.56"® 163.97+0.80°° 168.60+0.66" 150.830.70°°
< F6 123.41+0.46"* 129.43+0.50"® 163.20+0.96° 169.60+0.85" 150.40+0.75
F7 123.13+0.75** 130.27+0.32"8 163.87+0.90° 168.43+0.81"F 149.47+0.59°

F1 (15% whey); F2 (45% whey); F3 (15% whey and 6% Synergyl®); F4 (45% whey and 6% Synergy1®); F5,

F6 e F7 (30% whey and 3% Synergy1®).

Different superscript lower-case letters in the same column indicate significant differences between formulations
(P < 0.05). Different superscript capital letters in the same line indicate significant differences between different
days of storage (P < 0.05).
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Table 5. B. lactis viability (log CFU mL™) of the chocolate goat dairy beverages during

refrigerated storage (mean * standard deviation).

Formulation

F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7

1 day
6.95+0.30°"

6.460.28°"
6.42+0.31°"
6.10+0.12**
6.12+0.10°*
6.05+0.23**
6.13+0.31*"

7 days
7.27+0.11%4

7.45+0.08"®
7.370.20®
7.35+0.10™®
7.04+0.14%°
7.02+0.07%°
7.04+0.14%°

14 days
8.13+0.03%

7.8620.03°
8.06+0.02°
7.72+0.01"
7.54+0.01*°
7.53+0.01°¢
7.49+0.01°¢

21 days
8.00+0.01%E¢

7.82+0.02°°
7.99+0.01%°°P
8.05+0.06"°
7.85+0.05%P
7.95+0.05%°°
7.89+0.04%°°P

28 days
7.52+0.09°48

7.90+0.09°
7.71£0.10™¢
7.23+0.11%®
7.95+0.05°°
7.99+0.07"°
7.940.08"P

F1 (15% whey); F2 (45% whey); F3 (15% whey and 6% Synergy1®); F4 (45% whey and 6% Synergy1®); F5,

F6 e F7 (30% whey and 3% Synergy1®).

Different superscript lower-case letters in the same column indicate significant differences between formulations

(P < 0.05). Different superscript capital letters in the same line indicate significant differences between different

days of storage (P < 0.05).
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Figure 1 - Contour plot for multi-response desirability (scale 0 to 100%) of the chocolate goat
dairy beverages as function of goat cheese whey (mL 100 mL™) and prebiotic Synergy1®

[inulin + oligofructose (g 100 mL™)].
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ANEXO A - Certidao do comité de ética

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CERTIDAO

Certifico que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba — CEP/CCS aprovou
por unanimidade na 102 Reunido realizada no dia 22/10/2013, o Projeto de

pesquisa intitulado: “DESENVOLVIMENTO DE FORMULACOES DE
BEBIDA LACTEA COM LEITE DE CABRA E INGREDIENTES
PROBIOTICO E PREBIOTICO” da pesquisadora Ericka Oliveira da
Silveira. Prot. N° 0281/13. CAAE: 17196513.3.0000.5188.

Outrossim, informo que a autorizagdo para posterior
publicacdo fica condicionada a apresentag¢do do resumo do estudo proposto
a apreciacdao do Comité.
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CEP-CCS-UFPB

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saiude da Universidade Federa da Paraiba
Campus I — Cidade Universitaria — Bloco Arnaldo Tavares — Sala 812
CEP 58051-900 — Jodio Pessoa — PB - ®& (83) 3216 7791
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ANEXO B - Modelo da Ficha de aceitacao

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

CENTRO DE TECNOLOGIA

PPG EM CIENCIAS E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
LABORATORIO DE ANALISE SENSORIAL

Data: Idade:

Vocé esta recebendo uma amostra de bebida lactea sabor chocolate. Por favor, anote o
namero da amostra, prove e avalie utilizando a escala abaixo para indicar o quanto vocé
gostou ou desgostou do produto: margue a nota para cada um dos respectivos atributos de

acordo com a posicéo que melhor reflita seu julgamento.

9. Gostei muitissimo

8. Gostei muito
Atributo Cddigo da amostra 7. Gostei moderadamente
Aparéncia 6. Gostei ligeiramente
Aroma 5. Nem gostei/nem desgostei
Textura 4. Desgostei ligeiramente
Sabor 3. Desgostei moderadamente

2. Desgostei muito

1. Desgostei muitissimo

Comentarios:

Obrigada!
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ANEXO C - Modelo do termo de consentimento livre e esclarecido utilizado para
recrutamento dos participantes da avaliagdo sensorial

As pesquisas envolvendo seres humanos sdo norteadas pela Resolu¢do do CONEP n° 466/12.
Prezado (a) Senhor (a)

Esta pesquisa trata da avaliagdo sensorial de bebida lactea com leite de cabra e ingredientes
probidtico (lactobacilo vivo) e prebidtico (carboidrato) desenvolvida por Ericka Oliveira da Silveira,
aluna do Curso de Pés-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal da
Paraiba, sob a orientacdo da professora Dra. Haissa Roberta Cardarelli.

Solicito a sua colaboracdo no consumo de 10 mL da bebida lactea, como também sua
autorizacao para apresentar os resultados deste estudo em eventos da area de alimentos e publicar em
revista cientifica. Por ocasido da publica¢do dos resultados, seu nome sera mantido em sigilo.

Informo que os produtos apresentados passaram por testes microbiolégicos, sendo 0s mesmos
aprovados para 0 consumo e ndo acarretando risco ao consumidor.

Esclare¢co que sua participacdo no estudo é voluntéria e, portanto, o(a) senhor(a) ndo é
obrigado(a) a fornecer as informacdes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pela pesquisadora
caso decida ndo participar do estudo, ou resolva a qualquer momento desistir do mesmo, 0 que ndo
acarretara qualquer consequéncia ou dano.

A pesquisadora estard a sua disposicdo para quaisquer esclarecimentos que considere
necessario em qualquer etapa da pesquisa.

Diante do exposto, o (a) voluntario (a) declara que foi devidamente esclarecido (a) e d& o seu
consentimento para participar da pesquisa e para publicacdo dos resultados. Esta ciente que recebera
uma coOpia desse documento.

Assinatura do Participante da Pesquisa

Contato com o Pesquisador (a) Responsavel:

Caso necessite de maiores informagcbes sobre o presente estudo, favor ligar para a
pesquisadora Ericka Oliveira da Silveira.

Endereco (Setor de Trabalho): Universidade Federal da Paraiba- Campus |, Castelo Branco,
Jodo Pessoa- PB, Brasil - CEP: 58051-900 (praca do centro de tecnologia, 1° andar — sala de estudos
dos alunos do PPGCTA — Programa de P0s-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos).
Telefone: (83) 8887-5815

Ou
Comité de Etica em Pesquisa do CCS/UFPB — Cidade Universitaria / Campus |
Bloco Arnaldo Tavares, sala 812 — Fone: (83) 3216-7791

Atenciosamente,

Assinatura do Pesquisador Responsavel



