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RESUMO

O leite bovino constitui uma das mais completas fontes alimentares nos quesitos
carboidratos, proteinas e gorduras. Verifica-se a necessidade de explorar e
desenvolver alternativas tecnoldgicas que promovam a inclusdo deste alimento e
seus derivados na dieta de individuos com restrigbes a ingestdo de lactose. O
desenvolvimento de formulagdes de iogurte visa aumentar a oferta de produtos
destinados a estes individuos, considerando suas limitagcdes no que diz respeito a
questao alimentar e nutricional, e ainda, promover o aporte de nutrientes importantes
que, devido a esta condicionalidade, pode estar comprometido. Portanto, o objetivo
deste estudo foi desenvolver formulagées de iogurte grego prebidtico isento de
lactose, adicionado de concentrado proteico de soro de leite, calcio e rico em
vitamina D destinado ao consumo por pessoas intolerantes a lactose. O estudo foi
aprovado pelo comité de ética em pesquisa sob o CAAE n° 39499414.6.0000.5547.
Foram aplicados dois delineamentos compostos centrais rotacionais (DCCR), um
para a realizagado da hidrolise do concentrado proteico de soro de leite e outro para
as formulagdes dos iogurtes. As trés melhores formulagdes quanto aos atributos
viscosidade, sinérese, firmeza e elasticidade foram avaliadas sensorialmente por
provadores nao treinados. Os DCCRs foram desenvolvidos por meio do programa
Statistica versao 7,0. Os dados relacionados a caracterizacdo dos produtos e a
comparacgao dos resultados obtidos foram avaliados utilizando-se o programa SPSS
Statitstics versao 22. Para execucgdo do teste sensorial de aceitacdo foi utilizado o
programa Fizz Sensory Software 2.47B. Para a enzima Lactozym Pure 6500 L, a
variagao de sua concentracido na faixa 6tima foi de 0,25 a 0,30% e tempo de 125 a
150 min. Para a enzima Maxilact LGX 5000, estas faixas foram iguais a 0,23 a
0,28% e 125 a 150 min. Com ambas as enzimas foi possivel alcancar 100% de
hidrdlise da lactose. A aplicagcdo do concentrado proteico de soro de leite isento de
lactose promoveu as caracteristicas reolodgicas estudadas (viscosidade, firmeza,
elasticidade), além de reduzir a sinérese e, ainda, incrementar o aporte proteico e de
calcio dos iogurtes desenvolvidos. Trés formulagdes, contendo as concentragbes
mais elevadas das variaveis independentes estudadas (concentrado proteico de
soro de leite isento de lactose e leite em po6 isento de lactose), obtiveram médias de
aceitabilidade geral iguais a 6,61 £ 1,71; 6,70 £ 1,74; 6,57 £ 1,78. As médias se
mantiveram na faixa entre o ponto 7 (gostei moderadamente) e o ponto 6 (gostei
ligeiramente). Os resultados evidenciaram que a aplicagdo, em iogurtes, de
concentrado proteico de soro de leite isento de lactose pode ser considerada uma
pratica com grande potencial, podendo ser amplamente explorada.

Palavras-chave: Lactose. Intolerancia a lactose. Enzimas. Hidrolise. logurte.
Calcio. Vitamina D. Oligossacarideo.



ABSTRACT

The cow's milk is one of the most complete food sources in the matter of
carbohydrates, proteins and fats. There is a need to explore and develop technologic
alternatives to promote the inclusion of this food and its derivatives in the diet of
individuals with intake of lactose restrictions. The development of yogurt formulations
aims to increase the supply of products designated to these individuals, considering
their limitations regarding food and nutrition matters and also promote the intake of
important nutrients that, due to this compliance, may be compromised. Therefore, the
goal of this study was to develop lactose free prebiotic greek yogurt, added of whey
protein concentrate, source of calcium and rich in vitamin D destined to be consumed
by lactose-intolerant people. The study was approved by the Ethics Committee in
Research under the CAAE n° 39499414.6.0000.5547. Two central composite
designs were applied (CCD), one to perform the hydrolysis of the whey protein
concentrate and the other for the formulations of yogurts. The top three formulations
as to viscosity, syneresis, firmness and elasticity attributes were sensorially
evaluated by untrained evaluators. The CCDs were developed through the program
Statistica version 7.0. The data related to the characterization of products and the
comparison of results was evaluated using the program SPSS Statitstics version 22.
For the execution of the sensorial acceptance test it was used the program Fizz
Sensory Software 2.47B. For Lactozym Pure 6500 L enzyme, the variation of its
concentration at the optimum range was 0.25 to 0.30% and time of 125 to 150 min.
For Maxilact LGX 5000 enzyme, these ranges were equal to 0.23 to 0.28% and 125
to 150 min. It was possible to achieve 100% lactose hydrolysis with both enzymes.
The application of the lactose-free whey protein concentrate promoted the studied
rheological characteristics (viscosity, firmness, elasticity), besides of reducing the
syneresis and, also, increasing the protein and calcium content of the developed
yogurts. Three formulations containing higher concentrations of the independent
variables studied (lactose-free whey protein concentrate and lactose-free powder
milk) obtained averages of overall acceptability equal to 6.61 £ 1.71, 6.70 £ 1.74, and
6.57 £ 1.78. The average remained between the range of point 7 (moderately liked)
and the point 6 (slightly liked). The results showed that the application, in yogurts, of
lactose-free concentrate whey protein can be considered a practice with great
potential, it can be widely explored.

Keywords: Lactose. Lactose intolerance. Enzymes. Hydrolysis. Yogurt. Calcium.
Vitamin D. Oligosaccharide.
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1 INTRODUGAO

O leite bovino é considerado um alimento de alto grau de complexidade em
relacdo a sua composi¢ao nutricional (HAUG; HOSTMARK; HARSTAD, 2007). Seu
principal carboidrato é a lactose, que contribui no processo de absorcéao intestinal de
calcio (KWAK; LEE; LEE, 2012). A concentragdo média no soro, porgao que
apresenta a maior parte deste agucar, € de aproximadamente 5% (SOUZA et al.,
2010).

O leite contém uma alta propor¢do de acidos graxos saturados, apresenta
também, acido graxo monoinsaturado oléico e acido graxo linoleico conjugado. O
perfil proteico € caracterizado pela presencga balanceada de aminoacidos essenciais.
Este produto e seus derivados podem contribuir para a adequada ingestao diaria de
nutrientes como calcio, magnésio, selénio, riboflavina, vitamina A, D e do complexo
B, zinco, acido pantoténico, fésforo e potassio (MUEHLHOFF; BENETT;
MCMAHON, 2013).

No entanto, mesmo sendo considerados alimentos com excelentes fontes de
nutrientes e amplamente consumidos, o leite e seus derivados ndo podem ser
ingeridos por uma significativa parcela da populagéo, devido a redugédo na produgao
e eficiéncia da atividade da enzima (-galactosidase, popularmente conhecida como
lactase, responsavel pela hidrdlise da lactose (MUEHLHOFF; BENETT; MCMAHON,
2013).

A prevaléncia da ma-absorcdo da lactose na populagdo mundial é de
aproximadamente 70% (MUEHLHOFF; BENETT; MCMAHON, 2013). Devido a
variagbes genéticas ocorridas em algumas populagdes, a produgcéo de lactase é
programada para decrescer com o decorrer do tempo. Asiaticos, sul-africanos e
americanos nativos do sul apresentam as maiores prevaléncias de producio
reduzida de lactase. Populacbes pertencentes a Europa Central e do Norte
apresentam prevaléncias extremamente baixas, havendo o favorecimento de
producao continua de lactase para a grande maioria destes (ENATTAH et al., 2002).
No Brasil, a prevaléncia de deficiéncia da enzima lactase € de, aproximadamente,
56% em brancos e morenos, 80% em negros e 100% em japoneses (MATTAR et al.,
2009). O estudo conduzido por Friedrich et al. (2012), identificou que 48,6% das
pessoas avaliadas pertencentes a regido Sul do Brasil com ancestralidade europeia

apresentaram genes associados a n&o persisténcia da enzima lactase; as pessoas
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avaliadas nesta mesma regido com ascendéncia africana apresentaram a frequéncia
de 68,1%. No Norte este valor foi igual a 69% e no Nordeste do Brasil 63,4%.

Verifica-se, portanto, a necessidade em assumir a corresponsabilidade na
promocdo da Segurangca Alimentar e Nutricional no Brasil (SAN), mediante
ampliacdo, inovacdo e aperfeicoamento dos produtos disponiveis de maneira a
atender a demanda crescente de consumidores que apresentam restricdo quanto a
ingestado de lactose, e que consequentemente, diminuem e/ou deixam de ingerir o
leite e seus produtos derivados (BRASIL, 2006).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo colaborar com a
seguranca alimentar e nutricional de intolerantes a lactose, de maneira a realizar a
completa hidrolise da lactose presente no concentrado proteico de soro de leite para
aplicacdo em iogurtes gregos prebioticos, isentos de lactose, fontes de calcio e ricos

em vitamina D.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Desenvolver iogurte grego isento de lactose, adicionado de concentrado
proteico de soro de leite, calcio, vitamina D e frutooligossacarideo (FOS) destinado

a0 consumo por pessoas intolerantes a lactose.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Comparar a eficiéncia de duas enzimas comerciais na hidrélise da lactose
do concentrado proteico de soro de leite;

b) Estabelecer as condigbes experimentais a fim de promover a completa
hidrélise da lactose do concentrado proteico de soro de leite;

c) Elaborar formulagdes de iogurtes a partir de diferentes propor¢des de
concentrado proteico de soro de leite isento de lactose e leite em pd
isento de lactose;

d) Avaliar o impacto da adigdo do concentrado proteico de soro de leite
isento de lactose e do leite em pod isento de lactose nas propriedades
reologicas do iogurte;
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e) Avaliar a aceitacdo sensorial de iogurtes elaborados a partir de
concentrado proteico de soro de leite isento de lactose, leite em po6 isento
de lactose, frutooligossacarideo, calcio e vitamina D.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CLASSIFICAGCAO DA MA-ABSORGCAO DA LACTOSE E MANIFESTACOES
CLINICAS

Em condigdes ideais, durante o processo de digestdo de produtos lacteos,
quando a lactose atinge a borda em escova intestinal, principalmente no jejuno, local
onde a enzima lactase encontra-se em maior concentragdo, ocorre a hidrolise
enzimatica deste dissacarideo, processo que resulta na liberacdo de moléculas de
galactose e glicose, que s&o absorvidos pelos enterocitos (MATTAR; MAZO, 2010).

Em individuos intolerantes a lactose, como resultado da hipolactasia, séo
evidenciadas diversas consequéncias ao organismo, uma delas ocorre no lumen
intestinal, onde a lactose que nao foi degradada aumenta a osmolaridade local,
atraindo agua e eletrdlitos, ocasionando assim, diarreia. Devido ao processo de
aumento de osmolaridade, eleva-se a velocidade do transito intestinal, favorecendo
e acentuando a ma absorcédo de nutrientes. Quando a capacidade de absor¢ao da
lactose é excedida, esta chega ao célon, onde ira passar pelo processo de
fermentacao por bactérias da microbiota do intestino resultando em acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), tais como propionato, butirato e acetato, e ainda, diéxido de
carbono, hidrogénio e metano. Em decorréncia, as fezes apresentam-se mais acidas
e liquidas, ocasionando distensdo abdominal, borborigmos, dor e hiperemia perianal,
sintomas estes comuns na intolerancia a lactose (LEVITT; WILT; SHAUKAT, 2013).

Os individuos com intolerancia a lactose podem ainda apresentar
constipacao, nauseas, vomitos, dores de cabecga, falta de concentragcdo e cansaco
exacerbado (MATTHEWS et al., 2005).

A hipolactasia ou deficiéncia da enzima lactase pode ser classificada de trés
formas distintas: congénita, primaria e secundaria (DI RIENZO et al., 2013).

A deficiéncia congénita é herdada e autossdmica recessiva, sendo uma
condigdo extremamente grave e rara que persiste durante a vida inteira, requerendo
a exclusdo completa de fontes de lactose. Caso n&do seja diagnosticada
precocemente pode levar a 6bito (HEYMAN, 2006).

A deficiéncia primaria ou “ndo persistente” € a mais comum, visto que,
ocorre devido ao declinio da atividade da lactase durante o curso da vida, sendo

este decréscimo geneticamente programado. A intensidade dos sintomas € variavel,
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pois, fatores como: quantidade consumida de lactose, idade do individuo, taxa de
digestdo, genética e raga, sdo singulares, diferindo de pessoa para pessoa (DI
RIENZO et al., 2013).

A deficiéncia secundaria é resultante de lesdes na mucosa do intestino
como, por exemplo, o uso de radiacao e de medicagcdes para o tratamento de
cancer. Gastroenterites, doenca de Crohn, colite ulcerativa, doencga celiaca, e outras
condicdes que afetam o trato intestinal, também podem ocasionar danos a mucosa.
ApOs a recuperagao das lesdes, geralmente, a atividade da lactase é restabelecida
(TOMAR, 2014).

Cabe salientar que parte dos intolerantes a lactose consegue degradar uma
dose restrita de lactose sem o desencadeamento de sintomas severos, o que
corresponde a um copo de leite por dia, ou seja, aproximadamente 12 g de lactose,
o excedente desta quantidade pode ocasionar os sintomas supracitados (HEYMAN,
2006; SHAUKAT et al., 2010; SUCHY et al., 2010).

2.2 DIAGNOSTICO DE INTOLERANCIA A LACTOSE

Levitt, Wilt e Shaukat (2013) apresentam as diferencas entre intolerancia a
lactose e ma-absorcédo de lactose. A intolerancia é definida pelo aparecimento de
sintomas provenientes da insuficiéncia da enzima lactase, e a ma-absorgéo é
caracterizada apenas por uma digestado insuficiente de uma dose defina de lactose,
normalmente 25 a 50 g.

A intolerancia a lactose pode ser diagnosticada através do teste respiratério
do hidrogénio expirado. Em jejum, antes e apo0s a ingestdo de 25 g a 50 g de
lactose, observa-se a taxa de hidrogénio expirado acima dos limites aceitaveis
(MATTHEWS et al., 2005). Outra forma de constatacdo €& por meio do teste
sanguineo de tolerancia a lactose, no qual a pessoa recebe uma dose de
25 g a 50 g de lactose em jejum. Antes e apos a ingestéo, sdo colhidas amostras de
sangue que indicam os niveis de glicose, sendo possivel identificar o metabolismo
deste agucar através de curva glicémica (RIDEFELT; HAKANSSON, 2005). E ainda,
através do exame genético, no qual & possivel associar a atividade da enzima
lactase através da existéncia de polimorfismos do gene MCM6 (MATTAR; MAZO,
2010).

Kull, Kallikorm e Lember (2009) discutem a relagdo entre a existéncia de
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polimorfismos do gene MCMG6 e a auto-percepgao de intolerancia a lactose com a
reducdo na ingestdo de leite. Verificaram os sucessivos casos da autopercepgao
quanto a intolerancia a lactose e sugerem que esta concepcgdo esta relacionada
diretamente com a redugdo de ingestdo de leite. Para os autores, esta
autoimposicéo de reducdo na ingestdo deste produto n&o apresentou relagdo direta
com a deficiéncia na enzima lactase. Em suma, concluiram que esta atitude pode
trazer impactos negativos sobre a saude destas pessoas, principalmente, ao que se
relaciona com a integridade Gssea.

2.3 LEITES E DERIVADOS: UTILIZAGOES E INOVACOES

A aquisigao brasileira de leite cru realizada pelos estabelecimentos que
atuam sob inspecdo (federal, estadual ou municipal) no ano de 2015 foi igual a
24,05 bilhdes de litros (BRASIL, 2016).

Por meio do leite podem ser elaborados inumeros produtos, como € o caso
do iogurte. A produgédo brasileira de iogurtes foi igual a 727,134 toneladas em 2013
(BRASIL, 2013). De acordo com a Instrucdo Normativa do Ministério da Agricultura
n°® 46/07 (BRASIL, 2007), o iogurte & definido como o produto cuja fermentacéo se
realiza com cultivos protosimbioticos de Streptococcus salivarius subs. thermophilus
e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, os quais podem ser acompanhados,
complementarmente, de outras bactérias acido-lacticas.

A presenga das bactérias lacticas pode contribuir com a reducéo de,
aproximadamente, 30% da lactose presente no iogurte (HARJU; KALLIOINEN;
TOSSAVAINEN, 2012). Sendo assim, parte dos intolerantes a lactose consegue
ingerir este produto sem o desencadeamento de sintomas graves (BROWN-
ESTERS; NAMARA; SAVAIANO, 2012).

Em sua composigao, o iogurte deve apresentar obrigatoriamente, leite e/ou
leite reconstituido padronizado em seu conteudo de gordura, além das bactérias
lacticas. Como ingredientes opcionais, pode-se utilizar proteinas lacteas, outros
sélidos de origem lactea, soros lacteos, concentrados de soros lacteos, leite
concentrado, creme, manteiga, gordura anidra de leite ou butter oil, leite em po,
caseinatos alimenticios, e ainda, diferentes ingredientes alimenticios como frutas,
agucares e/ou glicidios, maltodextrinas, mel, coco, cereais, vegetais, frutas secas,

especiarias e café, s6s ou combinados. Pode-se utilizar amidos ou amidos
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modificados em uma proporcdo maxima de 1% (m/m) do produto final. Os
ingredientes opcionais nao-lacteos deverdao estar presentes em uma proporgao
maxima de 30% (m/m) do produto final (BRASIL, 2007).

Sobre os aspectos fisico-quimicos, o iogurte pode ser classificado conforme
seu conteudo de matéria gorda: com creme (minimo 6,0 g/100 g), integral
(3,0 a 5,9 g/100 g), parcialmente desnatado (0,6 a 2,9 g/100 g) e desnatado (maximo
de 0,5 g/100 g), acidez (expressa em acido lactico/100 g) de 0,6 a 1,5, proteinas
acima de 2,9 g/100 g e contagem de bactérias lacticas totais viaveis durante todo o
periodo de validade do produto de, no minimo, 10" (UFC/g) (BRASIL, 2007).

Em relacdo as versdes de lacteos resfriados no volume de vendas, os
iogurtes com polpas de frutas participam em 25,2%, seguidos por iogurtes liquidos
familiar (24,9%), leites fermentados (9,8%), iogurtes liquidos individuais (8,5%),
iogurtes funcionais (7,3%), iogurtes naturais (6,4%), iogurtes concentrados (6%),
iogurtes petit suisse (5,3%), iogurtes diet/light (3,1%), sobremesas (2,6%), iogurtes
sem lactose (0,9%) (SUPERMERCADO MODERNO, 2016).

Apesar do iogurte concentrado contribuir de maneira significativa em relagao
ao volume de vendas, a legislagdo brasileira vigente ndo abrange este tipo de
iogurte, também denominado no Brasil e Grécia como grego ou labneh no Oriente
Médio, porém, segundo o Codex Alimentarius, a diferenciagdo entre iogurte e iogurte
concentrado € o teor proteico, sendo que, no caso deste utlimo, o teor deve ser de,
no minimo, 5,6% de proteina (FAO; WHO, 2011).

No que se refere ao soro de leite, considerado como um subproduto da
industria de laticinios, este se caracteriza por ser o liquido remanescente originado
através da coagulagéo do leite destinado a elaboracédo de queijos, sendo que, para
cada quilo de queijo produzido, sdo gerados, em média, nove litros de soro de leite
(CANDIDO; KRUGER, 2012). O soro é um dos grandes poluentes do setor, pois,
muitas vezes as empresas difundem em cursos de agua seus efluentes liquidos sem
utilizar um adequado tratamento, e devido ao alto conteudo de matéria organica
presente no soro, exige-se uma elevada demanda bioquimica de oxigénio (DBO)
para oxidar estes compostos (TEIXEIRA, 2011).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a
producao brasileira de soro de leite modificado ou n&o teve crescimento ascendente
desde 2005, visto que, no ano de 2013 esta produgédo foi igual a 1,241.321 litros
(BRASIL, 2013), o que corresponde a um elevado volume de geragéo deste produto.
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O soro de leite possui mais da metade de soélidos presentes no leite integral
original, a fragdo proteica € composta por B-lactoglobulina, a-lactoalbumina,
albumina, imunoglobulinas e glicomacropeptideo, e em menor quantidade,
lactoferrina e lactoperoxidase, que representam 20% das proteinas do leite.
Apresenta minerais e vitaminas hidrossoluveis, sobretudo do complexo B e a maioria
da lactose (ORDONEZ, 2005).

A seguir, encontra-se a TABELA 1 contendo a composi¢do do soro do tipo
acido (pH 4,5-5,5) obtido por meio da coagulagao do leite por acidificagao e do tipo
doce (pH 5,5-6,5), chamado assim por n&o ter sido tratado com acido, onde a
coagulagdo se produz, principalmente, por acdo enzimatica (HARPER;
SHIBERLING, 1976).

TABELA 1 - COMPOSICAO DO SORO ACIDO E DOCE

Componentes (%) Soro acido Soro doce
Agua 94-95 93-94
Sdlidos totais 5,2 6,5
Lactose 4,3 4,9
Proteina bruta (N x 6,38) 0,6 0,8
Nitrogénio néo proteico (% N do total) 27 22
Acido lactico 0,7-0,8 0,1-0,2
Cinza 0,7 0,5

FONTE: Harper e Shiberling (1976).

As proteinas de soro de leite apresentam todos os aminoacidos essenciais
(SGARBIERI, 2004). Incluindo os aminoacidos de cadeia ramificada (leucina,
isoleucina e valina), sendo reconhecidas como proteinas de alto valor biolégico e de
rapida absor¢ao (HULMI; LOCKWOOD; STOUT, 2010).

Estas proteinas possuem ainda propriedades funcionais que permitem
modificagdes sensoriais desejadas quando utilizadas como ingredientes em
alimentos (SGARBIERI, 1996). A funcionalidade das proteinas do soro de leite esta
relacionada com sua alta solubilidade, capacidade de dispersédo, ligagdo de agua,
formagdo de espuma, emulsificagdo, geleificagdo e poder tamponante. Estas
funcdes podem proporcionar beneficios como: manutengdo da umidade, melhora na
textura e sensacdo tatil bucal, prevencao da sedimentacdo, criacdo de emulsdes
estaveis, realcador de sabor (CANDIDO; KRUGER, 2012).
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Em razdo da atratividade de suas propriedades nutricionais e funcionais,
varias técnicas foram desenvolvidas a fim de fracionar, de maneira seletiva, seus
nutrientes. Através do processamento desse subproduto, podem ser elaborados
concentrados ou isolados proteicos de soro de leite com alto teor de proteinas,
sendo uma alternativa de uso racional e sustentavel (BALDASSO; BARROS;
TESSARO, 2011).

Para a producdo comercial de fracbes do soro de leite, existem duas
principais categorias de métodos: separagdo por membranas e cromatografia de
troca idnica (EL-SAYED; CHASE, 2011).

O uso de membranas, em especial a ultrafiltracdo, € um método atrativo
para recuperacdo comercial de proteinas a partir do soro. Devido ao tamanho de
suas moléculas, estas sdo retidas, enquanto a lactose e as cinzas, de baixa massa
molar, sdo capazes de passar através da membrana, entretanto, concentracdes
razoaveis de lactose podem permanecer no retentado. Este retentato € evaporado a
vacuo e alimentado em secadores spray dryers para produgcédo de soro de leite em
po, concentrados proteicos de soro de leite em pd e isolados proteicos de soro de
leite em pd. A diafiltracdo é um processo que pode ser realizado adicionalmente a
ultrafiltragcdo a fim de aumentar a concentragdo de proteinas do produto final e,
consequentemente, reduzir a lactose do mesmo (YEE; WILEY; BAO, 2007).

O método cromatografico consiste na troca idnica realizada quando o soro
percorre a coluna contendo substancias que interagem com a amostra, adsorvendo
grande parte da proteina presente, que posteriormente, € eluida com adicdo de
solugao tampao (EL-SAYED; CHASE, 2011).

Os concentrados proteicos de soro de leite (CPS) disponiveis
comercialmente podem conter de 35 a 90% de proteina, os isolados proteicos
apresentam uma quantidade minima de 90% de proteina (ANTUNES, 2003).

A legislagdo brasileira vigente ndo aborda, especificamente, os
concentrados e isolados proteicos de soro de leite. Conforme decreto n° 30.691
(BRASIL, 1952), a classificacdo que se tem é de leite desidratado, sendo este o
produto derivado da desidratagdo parcial do leite (leite concentrado, evaporado,
condensado e doce de leite), ou pela desidratagdo total do leite (leite em pd e
farinhas lacteas).

O Codex Alimentarius também nao possui esta especificacdo, o0 mesmo

define o que é leite em pod, sendo este o produto obtido por meio da remocgéao parcial
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da agua presente no leite. Neste, o teor proteico pode ser ajustado, desta forma,
existe a definicdo de retentado do leite, que é o produto resultante da concentracao,
por ultrafiltracdo, das proteinas do leite apresentando, no minimo, 34% de proteina
dos solidos totais do leite (sem gordura). No que se trata do soro de leite em po, este
€ definido como o produto derivado do leite, obtido por meio de secagem do soro
resultante da coagulagdo da caseina por meio de adicdo de enzima ou acidificagao
(FAO; WHO, 2011).

Apesar de nao possuirem, especificamente, um regulamento técnico de
identidade e qualidade a nivel nacional, as proteinas do soro de leite, em suas
distintas formas de apresentacao, possuem aplicagdes em diversos alimentos, como
iogurtes, bebidas lacteas, compostos lacteos, bebidas, massas, barras energéticas,
embutidos, sopas, sobremesas e produtos de panificacdo (PATEL, 2015).

Desta forma, o concentrado proteico de soro de leite pode ser utilizado em
substituicdo ao leite em p6 desnatado, que normalmente € aplicado industrialmente
em produtos lacteos como iogurtes, objetivando adequar o teor de sdlidos totais
presente no produto e melhorar os atributos relacionados a textura. O CPS pode
ainda ser considerado um substituto de gorduras (GUZMAN-GONZALES et al.,
1999).

Para a utilizagdo de leite, concentrado proteico de soro de leite e outros
derivados, objetivando o desenvolvimento de produtos destinados aos intolerantes a
lactose, da-se destaque a hidrolise enzimatica do dissacarideo em questdo, onde
por meio desta, originam-se dois monossacarideos: glicose e galactose. Este
processo pode ser utilizado em escala industrial e com relativa viabilidade
econbmica e os agucares resultantes possuem poder edulcorante e solubilidade
superiores ao da lactose (GANZLE; HAASE; JELEN, 2008). Neste segmento, com o
intuito de aumentar a dogura e reduzir a utilizagado de sacarose em produtos lacteos,
a adicdo de lactose e realizacdo do processo de hidrélise deste acgucar nestes
alimentos vem se tornando uma alternativa de interesse e investigagdo (LI et al.,
2015).

De acordo com a Food and Drug Administration (FDA) as enzimas utilizadas
em alimentos devem ser provenientes de micro-organismos geralmente
reconhecidos como seguros (GRAS - generally recognized as save). Sao
reconhecidas como GRAS as enzimas Ilactases derivadas de Candida
pseudotropicalis e Kluyveromyces lactis (UNITED STATES OF AMERICA, 1984,
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1996). No Brasil, as enzimas lactases reconhecidas como seguras séo provenientes
de Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Candida pseudotropicalis, Kluyveromyces
fragilis, lactis e marxianus, Saccharomyces sp (BRASIL, 2014).

2.4 CALCIO

Os produtos lacteos representam as principais fontes de calcio da dieta, pois
possuem maior biodisponibilidade do elemento calcio e maiores percentuais de
absorcdo deste mineral quando comparados a outras fontes alimentares
(BUZINARO; ALMEIDA; MAZETO, 2006). Desse modo, pode-se considera-los de
extrema valia para o adequado suprimento de micro e macronutrientes essenciais
para a manutencao da saude (PEREIRA, 2014).

O calcio esta associado majoritariamente a micela de caseina, mas também,
em menor concentragdo, as proteinas do soro de leite (RAHIMI-YAZDI; FERRER,;
CORREDIG, 2010). Uma pequena porg¢ao, inferior a 10%, encontra-se na forma de
calcio idnico (Ca?*), forma biologicamente ativa do mineral (LEWIS, 2011).

Os processos que envolvem a aplicacdo de altas temperaturas e pressdes
promovem redugdo na concentracdo de calcio (LEWIS, 2011). Além disso, a
ingestdo adequada deste mineral pode estar comprometida por determinadas
pessoas, como por exemplo, idosos com redugdo da ingestdo alimentar e/ou
intolerantes a lactose, que diminuem ou deixam de consumir leite e derivados
(BONJOUR; BENOIT; PAYEN; KRAENZLIN, 2013).

O calcio faz parte da composi¢cdo dos ossos e dentes, além de, estar
envolvido nos processos de transmissdo nervosa, contragdo e vasodilatagao
muscular e secregdo hormonal (BETO, 2015).

Considerando o papel do calcio na manutengao da saude e, ainda, a perda
deste mineral no processamento de produtos alimenticios ou comprometimento na
ingestdo de alimentos fontes de calcio, a suplementagdo de calcio em produtos
alimenticios pode vir a colaborar com o atendimento da ingestdo recomendada diaria

deste mineral.

2.5 VITAMINAD

A vitamina D é um horménio esterdide produzida de forma enddgena, nos
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tecidos cutdneos apds a exposicdo solar, bem como, obtida pela ingestdo de
alimentos especificos, que possuem naturalmente esta vitamina como peixes e seus
oleos, figado, e em baixas concentragdes, em leite e ovos ou por suplementagdo. A
luz solar fornece a maior parte do requerimento de vitamina D diario, porém, fontes
dietéticas podem contribuir com a adequacdo dos niveis desta vitamina,
principalmente em regides com baixa incidéncia de sol durante o ano (HOLICK,
2008).

Devido a grande aceitagdo e consumo dos produtos lacteos pela populagao
em geral, evidencia-se a importancia da adequada ingestdo e absorgdo de
nutrientes que estes podem oferecer, principalmente aos intolerantes a lactose
(HEANEY, 2013). Sendo assim, a utilizacdo de nutrientes especificos em suas
composi¢cdes, como a vitamina D, pode contribuir positivamente em determinadas
questdes, dando destaque a estruturacdo e integridade imunolégica e Ossea
(BONJOUR; BENOIT; PAYEN; KRAENZLIN, 2013).

A quantidade de calcio absorvido por meio da dieta € dependente da
quantidade de consumo e da eficiéncia do processo de absor¢cdo deste nutriente.
Este processo de absorgéo é regulado por horménios especificos, particularmente,
1,25-diidroxi-vitamina D (1,25(OH).D), a vitamina D em sua forma ativa, conhecida
como calcitriol (FLEET; SCHOCH, 2010).

Nas células endoteliais do intestino, um dos principais 6rgédos de atuagéo da
vitamina D, ha o estimulo da absorcao ativa de calcio no duodeno e passiva no
jejuno; nos rins, este horménio promove a reabsor¢do do calcio filtrado (CASTRO,
2011).

Além da atuagdo da vitamina D sobre o metabolismo de calcio e
consequentemente integridade e saude é6ssea, esta vitamina apresenta agdes que
ultrapassam esta tematica. Christakos et al. (2013) referem a atividade da vitamina
D na modulagdo do sistema imune, além disso, indicam o potencial efeito da
vitamina no controle e prevaléncia das morbidades relacionadas as doencgas
cardiovasculares, no desenvolvimento muscular em idosos e no controle glicémico
(CHRISTAKOS et al., 2013).

Verifica-se que ainda sao poucos os produtos fortificados com vitamina D,
considerando as acbes e beneficios providos por esta vitamina, sendo entdo,
benéfica sua maior utilizacdo em alimentos, principalmente aqueles destinados a
intolerantes a lactose (HOLICK, 2007).
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2.6 FRUTOOLIGOSSACARIDEO

O frutooligossacarideo (FOS) é um oligossacarideo constituido de
mondmeros de frutoses ligadas linearmente na posigao B-2,1 e terminalmente
apresenta uma molécula de glicose (QIANG; YONGLIE; QIANBING, 2009).

Pode ser encontrado amplamente no reino vegetal, estando presente em
monocotiledéneas, dicotiledbneas e em algas verdes. Chicoria, alho, cebola e
banana, sdo alguns exemplos de alimentos que possuem frutooligossacarideo em
sua composigédo (BENKEBLIA, 2013).

Esta substancia ndo é digerivel atuando como prebidtico e modulando a
microbiota intestinal, exibindo assim, um papel importante aos intolerantes a lactose
que muitas vezes apresentam desequilibrio na composi¢cdo das bactérias comensais
endogenas presentes no intestino. O FOS é fermentado pelas bactérias benéficas
do colon, lactobacilos e bifidobactérias, formando acidos graxos de cadeia curta que
possuem a capacidade de impulsionar a proliferacdo celular do enterdécito, além de
estimular o funcionamento do sistema imune e, ainda, regular o metabolismo lipidico
limitando a lipogénese e colesterogénese (SABATER-MOLINA et al.,, 2009;
ROBERFROID, 2010).

Este componente de origem alimentar possui agdo indireta benéfica sobre a
absor¢cao de minerais, principalmente de calcio. A produgdo dos acidos graxos de
cadeia curta promove a diminuicdo do pH instestinal que converte o calcio insoluvel
em sua forma idnica favorecendo sua absor¢ao (PANDEY; NAIK; VAKIL, 2015).

Além dos beneficios nutricionais, o FOS apresenta propriedades
tecnoldgicas, sendo um substituto da sacarose, possuindo grande capacidade de
retencdo de agua, alta solubilidade e estabilidade e baixa oferta energética
(SABATER-MOLINA et al., 2009). Devido a sua capacidade geleificante, o FOS
pode ser utilizado em produtos alimenticios com teores reduzidos de gordura,
mantendo assim a emulsdo (AL-SHERAJI et al., 2013).
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3 CONCLUSAO

Desta forma, € possivel identificar a necessidade em valorizar ainda mais,
no quesito nutricional, os produtos destinados aos intolerantes a lactose.

A adicdo, em produtos lacteos, de vitamina D, encontrada naturalmente em
concentragdes satisfatorias em limitados alimentos, como peixes e seus 6leos; e de
frutooligossacarideo, fibra alimentar soluvel, possuem a capacidade de aumentar a
absor¢cdo do mineral calcio, além de promover ag¢des especificas no organismo
humano (PEREIRA; GENARO; PINHEIRO; SZEJNFELD; MARTINI, 2009). Estudos
indicam significativa associagao entre a ma-absorgao da lactose ou auto-percepgao
desta condicionalidade e o baixo consumo de calcio e vitamina D, sendo assim, o
desenvolvimento de produtos alimenticios que atendam esta condi¢gdo pode auxiliar
na adequada ingestdo destes nutrientes (MADRY et al., 2012; BARR, 2013;
LEHTIMAKI et al., 2006).

Ainda com a intencdo de incrementar a composicdo nutricional e,
especialmente, de proporcionar melhorias no aspecto sensorial de produtos
alimenticios, a adicado de concentrado proteico de soro de leite, produto obtido por
meio do soro, considerado um sub-produto da industria de laticinios, pode aumentar
o0 aporte proteico e, ainda, promover os atributos relacionados a viscosidade e
textura quando adicionado em outros alimentos (TEIXEIRA, 2011; CANDIDO;
KRUGER, 2012).
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ARTIGO

Efeitos da aplicagao de concentrado proteico de soro de leite isento de lactose
sobre os aspectos nutricionais e reolégicos de iogurtes gregos
Agatha Transfeld da Silva®’, Jair Lima®, Priscila Reis®, Mauricio Passos®, Catiucia

Giraldi Baumgartner®, Claudia Carneiro Hecke Kriiger?®, Lys Mary Bileski Candido®

Resumo

O objetivo deste estudo foi desenvolver formulagdes de iogurte grego
prebiotico isento de lactose, adicionado de concentrado proteico de soro de leite,
calcio e rico em vitamina D destinado ao consumo por pessoas intolerantes a
lactose. As faixas Otimas de concentragcdo de enzima (0,23 a 0,30%) e tempo de
reacao (125 min a 150 min) promoveram grau de hidrélise da lactose de 100%. A
aplicagcdo do concentrado proteico de soro de leite isento de lactose promoveu os
atributos viscosidade, firmeza e elasticidade, além de reduzir a sinérese e, ainda,
incrementar o aporte proteico e de calcio dos iogurtes. As trés formulacdes
analisadas na avaliagdo sensorial obtiveram médias de aceitabilidade geral entre o
ponto 6 (gostei moderadamente) e o ponto 7 (gostei ligeiramente). Os resultados
obtidos evidenciaram que a aplicagdo, em iogurtes, de concentrado proteico de soro

de leite isento de lactose pode ser considerada uma pratica com grande potencial.

Palavras-chave: Concentrado proteico de soro de leite; lactose; hidrolise enzimatica;

iogurte.
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1. Introdugao

O leite e seus derivados sao produtos amplamente consumidos por serem
de facil acesso e, ainda, considerados alimentos com excelentes fontes de
nutrientes. No entanto, os mesmos vém sendo objetos de restricgbes no cotidiano
alimentar, sobretudo, em funcdo da ma-absorcdo de lactose, principal acgucar
presente nestes produtos (Muehlhoff, Benett, Mcmahon, 2013).

A prevaléncia da ma-absorcdo da lactose na populagdo mundial é de
aproximadamente 70% (Muehlhoff, Benett, Mcmahon, 2013). Devido a variagbes
genéticas ocorridas em algumas populagdes, a produgado de lactase € programada
para decrescer com o decorrer do tempo. Asiaticos, sul-africanos e americanos
nativos do sul apresentam as maiores prevaléncias de produgdo reduzida de
lactase. Populagdes pertencentes a Europa Central e do Norte apresentam
prevaléncias extremamente baixas, havendo o favorecimento de produgao continua
de lactase para a grande maioria destes (Enattah, Sahi, Savilahti, Terwilliger,
Peltonen, Jarvela, 2002).

No Brasil, a prevaléncia de deficiéncia da enzima lactase é de,
aproximadamente, 56% em brancos e morenos, 80% em negros e 100% em
japoneses (Mattar, Monteiro, Villares, Santos, Silva, Carrilho, 2009). O estudo
conduzido por Friedrich, Santos, Ribeiro-dos-Santos & Hutz (2012), identificou que
48,6% das pessoas avaliadas pertencentes a regido Sul do Brasil com
ancestralidade europeia apresentaram genes associados a nao persisténcia da
enzima lactase; as pessoas avaliadas nesta mesma regido com ascendéncia
africana apresentaram a frequéncia de 68,1%. No Norte este valor foi igual a 69% e

no Nordeste do Brasil 63,4%.
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A diminui¢do ou isengédo no consumo de leite e seus derivados devido a ma-
absorcao da lactose faz com que o0 acesso a alimentos processados que atendam as
necessidades desta restricdo alimentar - produtos lacteos com teores
reduzidos/isentos de lactose - venham a contribuir, complementando a alimentacao
de uma parcela significativa da populagéo (Haug, Hostmark, Harstad, 2007).

Em relacdo as versdes de lacteos resfriados no volume de vendas
brasileiras, os iogurtes com polpas de frutas participam em 25,2%, seguidos por
iogurtes liquidos embalagem familiar (24,9%), leites fermentados (9,8%), iogurtes
liquidos individuais (8,5%), iogurtes funcionais (7,3%), iogurtes naturais (6,4%),
iogurtes concentrados (6%), iogurtes petit suisse (5,3%), iogurtes diet/light (3,1%),
sobremesas (2,6%), iogurtes sem lactose (0,9%) (Supermercado Moderno, 2016).
Devido a esta demanda e ao consumo ascendente de iogurtes concentrados
denominados como gregos, cabe entdo, valorizar este produto nos quesitos
nutricional e reoldgico, de modo que o0 mesmo possa ser consumido por intolerantes
a lactose.

logurtes gregos sdo produtos fermentados que se apresentam no estado
semi-solido a sélido, com concentracdo de solidos totais superior e,
consequentemente, umidade inferior aos demais iogurtes. O processo de elaboragao
deste tipo de iogurte consiste basicamente na concentragdo da gordura e eliminagao
do soro do leite (Nsabimana, Jiang, Kossah, 2005). No Brasil, este tipo especifico de
iogurte ndo possui regulamentagao prevista em lei.

A adicdo, em produtos lacteos, de vitamina D, vitamina encontrada
naturalmente em concentragdes satisfatérias em limitados alimentos, como peixes e
seus Oleos, e de frutooligossacarideo, fibra alimentar soluvel, possuem a capacidade

de aumentar a absorcao do mineral calcio, além de promover ag¢des relacionadas ao
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sistema imunorregulatorio e controle lipidico, respectivamente (Pereira, Genaro,
Pinheiro, Szeinfeld, Martini, 2009).

Ainda com o intuito de incrementar a composicdo nutricional e,
especialmente, de proporcionar melhorias no aspecto sensorial de alimentos, a
adicdo de concentrado proteico de soro de leite (CPS), produto obtido por meio do
soro, considerado um sub-produto da industria de laticinios, pode aumentar o aporte
proteico e, ainda, promover os atributos relacionados a viscosidade e textura quando
adicionado a outros alimentos (Teixeira, 2011; Candido, Kruger, 2012).

Desta maneira, o objetivo do presente estudo foi comparar a eficiéncia de
duas enzimas comerciais de fornecedores diferentes na hidrolise da lactose do
concentrado proteico de soro de leite, estabelecendo as condigcdes experimentais a
fim de promover a completa hidrélise da lactose deste produto e, ainda, desenvolver
iogurtes gregos isentos de lactose, adicionados de concentrado proteico de soro de
leite isento de lactose, leite em pod isento de lactose, calcio, vitamina D e

frutooligossacarideo, destinados ao consumo por pessoas intolerantes a lactose.

2. Materiais e métodos

2.1. Materiais

O concentrado proteico de soro de leite foi fornecido pela empresa Sooro®
localizada em Marechal Candido Rondon (Parana, Brasil). As enzimas Lactozym
Pure 6500L e Maxilact LGX 5000, foram fornecidas pelas empresas Novozymes®
(Parana, Brasil) e DSM Globalfood® (Sdo Paulo, Brasil), respectivamente. O leite
semi-desnatado pasteurizado utilizado na formulagdo do iogurte foi adquirido por

meio de entrega direta ao laboratorio pela empresa Qualitat® situada em Witmarsum



35

(Parana, Brasil). O leite em po6 integral Ninho Forti+ Zero lactose® e a vitamina D
liquida (Power Vita®) foram adquiridos no comércio local. A cultura lactica
selecionada foi fornecida pela empresa Frimesa® de Marechal Candido Rondon
(Parana, Brasil), sendo composta pelas bactérias lacticas Streptococcus salivarius
subs. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (Yomix 499 LYO 250
DCU - Danisco®). O FOS foi cedido pela empresa Ingredion® situada em Balsa
Nova (Parana, Brasil). O estabilizante/espessante Doremix BL H, composto por
gelatina e goma guar, foi cedido pela empresa Doremus® situada em Guarulhos
(Sao Paulo, Brasil).

Todos os reagentes possuiam grau analitico. Os padrbes de lactose,
glicose, galactose, acido lactico, frutose e carbonato de calcio foram adquiridos da

Sigma-AIdrich® (Séo Paulo, Brasil).

2.2. Caracterizagéo fisico-quimica

O pH das amostras foi mensurado através do meétodo potenciométrico
(Instituto Adolfo Lutz, 2008), com uso de pHmetro modelo mPA210 marca Ms
Tecnopon Instrumentacdo® (S&o Paulo, Brasil). A determinagdo de gordura das
amostras foi realizada conforme meétodo Roese-Gottlieb 905.02 (AOAC, 2000). A
concentragao de proteina foi realizada pelo método de Kjeldahl (991.20) com uso de
digestor (modelo DK20), recirculador de agua (modelo JP), purificador (modelo
SMS) e destilador (modelo UDK 139) da marca Velp Scientifica® (Bohemia, Estados
Unidos) (AOAC, 2000). O concentrado proteico de soro de leite e os iogurtes tiveram
suas concentragdes de calcio determinadas por meio de espectrometria de absorgéo

atbmica seguindo o método 991.25 (AOAC, 2000). A determinagcdo de cinzas do
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concentrado proteico de soro de leite foi realizada conforme método gravimétrico
(930.30) (AOAC, 2000). A umidade do concentrado proteico de soro de leite foi
realizada conforme método 927.05 (AOAC, 2000).

As determinagdes de cinzas dos iogurtes foram realizadas conforme método
945.46 (AOAC, 2000). As analises de umidade e sdlidos totais dos iogurtes foram
realizadas conforme método 990.20 (AOAC, 2000). As analises de fibras alimentares
totais dos iogurtes foram realizadas de acordo com método 991.43 (AOAC, 2000).

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

2.2.1. Quantificagdo dos agucares e acido lactico

Para determinag&o, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), dos
agucares (lactose, glicose, galactose) e de acido lactico presentes nas amostras de
concentrado proteico de soro de leite, leite pasteurizado semi-desnatado, leite em pé
e dos iogurtes, foi realizada primeiramente a desproteinizagdo das amostras de
acordo com Essig & Kleyn (1983), com algumas adaptagdes. Foram utilizadas
aliquotas de 4 g das amostras, as quais foram adicionados 4 mL da solugdo de
ferrocianeto de potassio a 15% e 4 mL da solucdo de sulfato de zinco a 30%. Apds
agitacéo e repouso por cinco minutos, o volume foi completado até 50 mL com agua
destilada. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 480 x g por 10 min. A
amostra de CPS foi ainda filtrada através de filtro de seringa em PVDF de 0,45 um
da marca Millipore® (Darmstadt, Alemanha) antes da analise cromatografica.

Utilizou-se Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia equipado com injetor
automatico da marca Varian ProStar® modelo 410 (Vitoria, Australia), bomba

ternaria (Varian, ProStar, modelo 230) e com detector de indice de refragédo (Varian,
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ProStar, modelo 350) com célula eletroquimica de detecgéo a 40°C.

A analise cromatografica do CPS, leite semi-desnatado pasteurizado, leite
em po e dos iogurtes foi realizada com utilizacdo de forno de coluna da marca
Young Lin Instrument (Gyeonggi, Coréia do Sul) a 55°C com uso sequencial das
colunas Rezex ROA (30 cm x 7,5 cm) da marca Phenomenex® (Torrance, Estados
Unidos) e da coluna Supelcogel C-610H (30 cm x 7,8 mm) da marca Sigma-Aldrich®
(Sao Paulo, Brasil). O fluxo foi de 0,5 mL por minuto, o volume de injegao igual a
20 pL e fase moével composta de agua ultra pura e acido sulfurico 8 mM (Sigma-
Aldrich, 2014).

A analise de frutose presente no FOS foi realizada com a coluna Supelcogel
C-610H (30 cm x 7,8 mm) da marca Sigma-Aldrich® (S&do Paulo, Brasil) em
temperatura ambiente. O fluxo foi de 0,5 mL por minuto, o volume de injeg&o igual a
20 pL e fase moével composta de agua ultra pura e acido sulfurico 8 mM (Sigma-
Aldrich, 2014).

Os picos foram identificados por comparacdo com o tempo de corrida de
padrdées de acucares e acido lactico e para a quantificacdo, em triplicata, aplicou-se
o método do padrao externo, utilizando curvas de calibragdo com cinco pontos na

faixa de concentracdo compreendida entre 0,01 g.100g™" a 0,45 g.100g™".

2.3. Planejamento experimental

Para o planejamento experimental aplicado a hidrolise da lactose presente
no concentrado proteico de soro de leite foram utilizadas duas enzimas f3-
galactosidases, uma comercialmente denominada Maxilact LGX 5000 (DSM

Globalfood®) com atividade declarada de > 5000 NLU/g, e a outra, Lactozym Pure
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6500 L (Novozymes®), com atividade declarada de > 6500 NLU/g, sendo as duas
provenientes da levedura Kluyveromyces lactis. Este processo foi realizado a
temperatura de 37°C e o pH foi mantido na faixade 6a 7.

As enzimas foram aplicadas em diferentes niveis de concentragédo (0,15 a
0,30%) e tempo (101,71 a 158,28 min). Desta forma, a resposta percentual de
hidrolise foi estudada por meio das seguintes variaveis independentes: concentragao
de enzima (x1) e tempo (X2).

Foi utilizado o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), num
esquema fatorial completo 22, incluindo quatro pontos axiais e trés pontos centrais
para avaliacdo do erro puro, totalizando onze ensaios.

Para cada ensaio foram utilizados 10 mL de uma solucdo de CPS a 20% e
concentracdes variaveis de enzima. Todos os experimentos foram realizados em
condi¢cbes ambientais controladas, utilizando uma camara de fluxo laminar vertical
da marca Labconco® classe Il tipo B2 (Kansas, Estados Unidos). Ao término de cada
ensaio foram retiradas aliquotas para contagem de micro-organismos mesofilos.

Para determinagdo do grau de hidrdlise, a fim de inativar completamente a
atividade enzimatica, apds cada tempo especifico, as amostras foram colocadas em
banho de agua a 95°C por trés minutos (Victor, Pavel, 1985).

Para o planejamento experimental aplicado ao desenvolvimento dos
iogurtes, adicionou-se ao leite semi-desnatado isento de lactose: carbonato de calcio
(375 mg.100mL™), vitamina D; (2 pg.100mL™"), FOS (3 g.100mL™),
espessante/estabilizante (0,6 g.100mL™). As concentracdes de calcio, vitamina D e
FOS foram definidas baseando-se na ingestdo diaria recomendada (IDR) para
adultos de cada uma destas substancias (Brasil, 2005). O leite semi-desnatado

pasteurizado teve sua lactose totalmente hidrolisada utilizando 0,20% da enzima
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Lactozym Pure 6500 L por 120 min a 37°C. Esta condicdo foi definida por meio de
estudos preliminares (Moreira, Kruger, Silva, Passos, Candido, 2015).

Os iogurtes foram desenvolvidos com aplicagdo de diferentes niveis de
concentragdo de concentrado proteico de soro de leite isento de lactose (CPSIL)
(2,58 a 5,41%) e concentracdo de leite em pd isento de lactose (LPIL)
(2,58 a 5,41%). As respostas viscosidade, sinérese, firmeza e elasticidade foram
estudadas por meio das seguintes variaveis independentes: concentracdo de
concentrado proteico de soro de leite isento de lactose (x1) e concentragao de leite
em po isento de lactose (x2).

Foi utilizado o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), num
esquema fatorial completo 22, incluindo quatro pontos axiais e dois pontos centrais
para avaliacdo do erro puro, totalizando dez ensaios.

Ndo foram adicionados conservantes, adocantes, agucares, aromas e
corantes. A mistura final foi aquecida a 70°C por 30 minutos e acondicionada em
recipientes plasticos de 145 mL.

Ao resfriarem a 42,5°C + 1°C, inoculou-se 1 g de cultura lactea para cada
1000 mL de leite utilizado nas formulagdes. As amostras foram mantidas nesta
temperatura até atingir a faixa de pH entre 4,55 + 0,05, em seguida, foram resfriadas
e mantidas a 5°C + 1°C por 24 h, para avaliacdo de firmeza e elasticidade, e 48 h
para determinacao da viscosidade e sinérese.

Foi desenvolvido, juntamente com os demais, um iogurte controle contendo
apenas leite semi-desnatado pasteurizado isento de lactose,
espessante/estabilizante e cultura lactica nas mesmas concentragcdes dos outros

iogurtes produzidos.
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A Tabela 1 apresenta as variaveis codificadas e com seus respectivos niveis
de variagdo para hidrélise do CPS utilizado no estudo e para as formulagbes dos

iogurtes.

Tabela 1- Variaveis codificadas e com niveis de variagao para a hidrolise do concentrado proteico de
soro de leite e para as formulagbes dos iogurtes
Concentragao Tempo Concentragdo Concentragao

Ensaios X X2 enzima (%) (min.) CPSIL (%)  LPIL (%)
1 1 1 0,180000 110,000 3 3
2 1 1 0,180000 150,000 3 5
3 1 A 0,280000 110,000 5 3
4 1 1 0,280000 150,000 5 5
5 1414 0 0,159289  130,0000  2,585786 4
6 1414 0 0,300711  130,0000 5414214 4
7 0 -1414 0230000 1017157 4 2,585786
8 0 1414 0230000  158,2843 4 5,414214
9 0 0 0,230000 130,000 4 4
10 0 0 0,230000 130,000 4 4
11 0 0 0,230000 130,000 - ;

Variaveis codificadas de concentragcao de enzima (x4) e tempo (xz) / (x;) CPSIL: concentrado proteico
de soro de leite isento de lactose e (x;) LPIL: leite em p6 isento de lactose.

Apos avaliagao dos resultados obtidos, foram selecionados trés tratamentos
para realizagado de avaliagao da aceitacdo dos produtos por meio de teste sensorial

com escala hedbnica.

2.4. Viscosidade, sinérese, firmeza e elasticidade

A viscosidade dos iogurtes foi determinada a temperatura de 25°C utilizando
viscosimetro Brookfield® modelo LVDV I+ (Massachusetts, Estados Unidos) e um
adaptador para pequenas amostras (spiral adapter S70), velocidade 100 rpm. A

leitura foi registrada ap6s 30 segundos de analise (Brookifield, 2016).



41

Para medir a sinérese dos iogurtes foi utilizado o método descrito por Riener,
Noci, Cronin, Morgan, Lyng (2010), com adaptag¢des. Foram pesados 30 g de cada
amostra de iogurte, espalhados uniformemente em papel filtro Whatman® n° 1 (Sao
Paulo, Brasil), os quais foram colocados em funis e dispostos no topo de cilindros
graduados. Os conjuntos foram colocados a 4°C + 1°C durante cinco h. O soro
expelido foi coletado e o volume registrado.

A analise do perfil de textura dos iogurtes, mais especificamente das
caracteristicas firmeza e elasticidade, foi realizada conforme Sandoval-Castilla,
Lobato-Calleros, Aguirre-Mandujano e Vernon-Carter (2004) com algumas
adaptacdes. As caracteristicas de textura dos iogurtes foram obtidas através de
texturdmetro da marca Brookfield® modelo CT3 (Massachusetts, Estados Unidos).
Os experimentos foram realizados por meio de testes de compressdo: probe
cilindrico (TA4/1000) de 38,1 mm de diametro (distancia: 10 mm, velocidade de

ensaio: 1 mm s, forga de compressao: 4 g).

2.5. Analise sensorial

Os iogurtes foram avaliados por uma equipe composta de 115 provadores
nao treinados (Dutcosky, 2011). Os provadores receberam as amostras em
recipientes codificados com numeros aleatérios de dois e trés digitos,
acompanhadas de agua. Foi aplicado o teste de aceitagdo geral dos iogurtes

utilizando escala heddnica de nove pontos (gostei muitissimo= 9, gostei muito = 8,

gostei moderadamente = 7, gostei ligeiramente = 6, indiferente = 5, desgostei
ligeiramente= 4, desgostei moderadamente = 3, desgostei muito = 2, desgostei

muitissimo = 1).
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A anadlise foi realizada em cabines individuais computadorizadas, sob
condigdes de iluminag&o controlada e utilizando o programa Fizz Sensory Software
2.47B (Biosystemes, Couternon, FR).

Atendendo aos aspectos éticos, o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa envolvendo Seres Humanos da Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana (UTFPR) sob o CAAE n° 39499414.6.0000.5547. A participacdo dos
provadores ocorreu mediante o aceite do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE).

3. Analise microbiolégica

As analises microbiologicas foram realizadas seguindo os métodos
recomendados pela American Public Health Association (APHA, 2000).

As amostras de iogurte foram mantidas refrigeradas (5°C + 1°C) até o
momento da analise microbioldgica, que ocorreu 48 h apds a produgdo dos mesmos.

A pesquisa de mesofilos foi realizada por meio de plagueamento de
profundidade (pour plate) em agar padrao para contagem (PCA) a 35°C por 48 h. O
resultado foi expresso em UFC/g.

A contagem de bolores e leveduras foi executada por meio da incubagéao da
amostra em agar dicloran rosa de bengala cloranfenicol (DRBC) a 25°C por 5 dias.
O resultado foi expresso em UFC/g.

Para a analise de coliformes totais e termotolerantes, as amostras foram
incubadas a 35°C por 48 h em caldo lauril sulfato triptose (LST). As amostras que

apresentaram formagéo de gas, foram transferidas ao caldo E. coli (EC) a 45°C por
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24 h e caldo verde brilhante bile (VB) a 35°C por 48 h. Os resultados foram
expressos em NMP/g.

Para a analise de Staphylococcus aureus, as amostras foram incubadas em
caldo tripticase de soja (TSB) a 35°C por 48 h. A partir de cada tubo com
crescimento, foi estriada (estrias de esgotamento) uma cultura em placa agar Baird-
Parker (BP) a 35°C por 48 h. Na presenga de col6nias tipicas, estas foram
submetidas a confirmag&o em caldo infusdo cérebro coragao (BHI) a 35°C por 24 h e
uma al¢ada foi transferida para o agar tripticase de soja (TSA) a 35°C por 24 h. O
teste sequencial de coagulase permitiu identificar o NMP/g do microrganismo em
questao.

Para a contagem de bactérias lacticas, as amostras foram incubadas em
caldo de Man, Rogosa e Sharpe (MRS) a 35°C por 4 dias. Os resultados foram
expressos em UFC/g.

A pesquisa de Salmonella sp foi realizada por meio de incubacdo das
amostras em caldo Rappaport-Vassilidis Soja (RVS) a 41°C por 24 h, com posterior
plagueamento em agar xilose lisina desoxicolato (XLD) a 37°C por 24 h. Os
resultados foram expressos em auséncia/presenca em 25 g.

Para analise de Bacillus cereus, as amostras foram encaminhadas para um
laboratorio especializado em analises microbiolégicas de alimentos, sendo que, o

mesmo também utilizava as normas preconizadas pela APHA.
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4. Analise estatistica

Os delineamentos experimentais com aplicagdo da metodologia de
Superficie de Resposta foram desenvolvidos com o auxilio do programa Statistica
versao 7 (StatSoft) (Tulsa, Estados Unidos).

Os dados relacionados a caracterizacao dos produtos e a comparagao dos
resultados obtidos foram avaliados utilizando-se o programa SPSS Statitstics versao
22 (Chicago, Estados Unidos). Foi verificada a distribuicdo dos dados e aplicado o
teste T de Student, como também, Analise da Variancia (ANOVA) utilizando teste

post hoc de Tukey. Foi considerado estatisticamente significante o valor de p < 0,05.

5. Resultados e discussao

5.1. Delineamento experimental e otimizagao do processo de hidrolise do CPS

O concentrado proteico de soro de leite utilizado para a realizagdao do
delineamento experimental e otimizacdo do processo de hidrélise continha em sua
composicao inicial (g. 100 g™'): 22,96 + 0,07 lactose, 0,62 + 0,01 glicose, 0,69 + 0,02
galactose, 0,67 + 0,00 acido lactico, 5,50 + 0,00 gordura, 60,07 + 0,08 proteina, 5,64
+ 0,40 umidade, 3,94 £ 0,03 cinzas, e pH 6,05 + 0,01. Pode-se verificar a alta
concentracdo de proteinas, assim como, de lactose que o produto apresenta
naturalmente, sendo que, a quantidade deste dissacarideo no CPS foi,

aproximadamente, quatro vezes superior a do soro de leite (Fig. 1).
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Fig. 1 - Cromatograma da amostra inicial de concentrado proteico de soro de leite. Pico 1 — lactose,
pico 2 — glicose, pico 3 — galactose, pico 4 — acido lactico. Os resultados representam a média de trés
determinacgdes.

Os dados da Analise de Variancia (ANOVA) obtidos a partir do experimento
realizado com a enzima Lactozym Pure 6500 L, permitem concluir que os efeitos de
tempo e concentragdo de enzima em termos lineares e quadraticos, bem como sua
interacdo, foram significativos (p < 0,05). O valor do percentual de variacdo (R?)
obtido foi de 0,98316, indicando que 98% da variabilidade na resposta podem ser
explicadas pelo modelo utilizado. A equacédo 1 (Eq. 1), obtida por meio dos
coeficientes resultantes da analise de regressdo multipla, representa o modelo para

o percentual de hidrélise em fungao das variaveis estudadas.

Hidrdlise Lactozym Pure 6500 L (%) = 83,6020 + 54,6234x; — 73,0950x,>
+0,1421x, - 0,0004x,2 - 0,1035%1*x2 (1)

onde x1 = concentragdo de enzima (%); x2 = tempo (min)

Quanto a enzima Maxilact LGX 5000, verifica-se que o modelo também pode
ser utilizado para fins preditivos, uma vez que o mesmo apresentou um percentual

de variacdo (R?) igual a 0,92702. Neste caso, o efeito da interagdo entre as variaveis
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independentes concentragdo de enzima e tempo ndo apresentou significancia
estatistica (p > 0,05). Para ambas as enzimas, o valor significativo da analise do
modelo de regressdo também indicou o ajuste do modelo experimental adotado
(p < 0,05). A equacéo 2 (Eq. 2) representa o modelo para o percentual de hidrélise

em funcao das variaveis estudadas.

Hidrélise Maxilact LGX 5000 (%) = 71,483 + 98,796x; — 165,150x,> + 0,240x
—0,001x,2 (2)

onde x4 = concentragao de enzima (%); x2 = tempo (min)

Com o objetivo de determinar a resposta maxima, isto €, a completa
hidrolise da lactose presente no CPS, foram elaborados graficos de superficie de
resposta tridimensionais. As curvas de nivel auxiliam na visualizagdo de uma regiao
otima para a atividade enzimatica, onde se encontra uma faixa de combinagdes de

concentragédo de enzima e tempo (Fig. 2).
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Fig. 2 - Superficies de resposta e curvas de contorno para o grau de hidrélise (%) com a enzima
I(_naq?:r‘:c))zym Pure 6500 L e Maxilact LGX 5000 em fungédo da concentragdo de enzima (%) e tempo

Para a enzima Lactozym Pure 6500 L a variagdo de concentragcéo de enzima
na faixa 6tima foi de 0,25 a 0,30% e tempo de 125 a 150 min. No que se refere a
enzima Maxilact LGX 5000, a faixa de concentracdo de enzima na faixa 6tima foi de
0,23 a 0,28% e tempo de 125 a 150 min. Estas faixas 6timas de concentragdo de
enzima e tempo sdo de grande valia pois admite-se que valores que se encontram
dentro destas variagbes ainda mantém o processo na regiao otimizada.

Os resultados alcancados a partir da otimizagado do processo de hidrélise do
CPS foram confirmados pela realizacdo, em triplicata, dos experimentos nas
melhores condi¢cdes definidas de concentracdo de enzima e tempo para cada

enzima, obtendo-se um grau de hidrdlise igual a 100,67 £ 0,03 (%) utilizando a

enzima Lactozym Pure 6500 e 100,43 £+ 0,17 (%) para a enzima Maxilact LGX 5000
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(Fig. 3). Os graus de hidrélise resultantes dos diferentes valores de tempo (min) e
concentragdo de enzima (%) aplicados para cada enzima nao apresentaram

diferenca estatistica (p > 0,05).

-
: |
0
& I '
1S
: L
E R O I
— L 8
JI \'/‘\' !"TI\IJT; \l — T u“‘l‘l\ ~
o |
S I
n |
) I a
- ;
© | i %
z | A
5 \ b [
= ]:

Fig. 3 - Cromatograma da amostra de concentrado proteico de soro de leite apds validagao
experimental com a enzima Lactozym Pure 6500 L e Maxilact LGX 5000. Pico 1 — lactose, pico 2 —
glicose, pico 3 — galactose, pico 4 — acido lactico. Os resultados representam a média de trés
determinacgdes.

Apesar de haverem trabalhos envolvendo a tematica, percebe-se que a
hidrolise completa da lactose € um resultado dificil de ser alcangado. Isto se deve a
fatores que sao inerentes ao processo de hidrolise enzimatica, como por exemplo,

limitagbes na transferéncia de massa, quando se trata de enzima imobilizada e
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producdo de galactose que desempenha um papel inibitério sobre a atividade da
enzima (Husain, 2010).

Os resultados deste estudo foram diferentes dos obtidos por Vasileva,
Ivanov, Damyanova, Kostova & Godjevargona (2016) que realizaram a hidrolise de
soro de leite (4,7% de lactose) nas seguintes condigdes: temperatura de 30°C a
43°C e concentracdo de enzima 0,0045%. O maior grau de hidrolise obtido pelos
autores foi igual a 47% apos 12 h, aplicando-se a temperatura de 37°C. Conforme
seus resultados, a temperatura 6tima de atuagédo da enzima 3-galactosidase livre € a
utilizada pelo estudo, sendo esta a temperatura fixada para o processo de hidrélise
da presente pesquisa.

Mesmo utilizando a enzima proveniente do micro-organismo Kluyveromices
lactis e a temperatura de 37°C, porém, com uso da enzima de forma imobilizada,
Klein et al. (2013) executaram a hidrolise do soro de leite em pd (5% de lactose) e
obtiveram um grau de hidrolise de aproximadamente 90%.

Quando se trata de produtos lacteos fermentados, outra maneira de realizar
a hidrélise da lactose é desenvolver este processo juntamente com a fermentagao,
visto que, a presenca das bactérias lacticas pode contribuir com a reducédo de,
aproximadamente, 30% da lactose presente (Harju, Kallioinen, Tossavainen, 2012).
Desta forma, Vénica, Perotti & Bergamini (2014) em seu estudo, produziram iogurtes
naturais e adogados com sacarose, com adi¢do de concentrado proteico de soro de
leite (48,2% de lactose) na proporgao de 1% e 2% e leite em po6 desnatado (50% de
lactose), na propor¢ao de 1,13% e 2,25%. Apds a hidrolise, utilizando a enzima
lactase proveniente do micro-organismo Kluyveromyces lactis em concentragéo igual

a 0,040% e temperatura de 42°C + 2°C, o valor residual de lactose obtido pelos
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autores foi de 0,96 = 0,34 (%) e 1,12 + 0,29 (%), para os iogurtes naturais e
adocados, respectivamente.

Wolf, Vénica & Perotti (2015) também efetuaram a hidrolise enzimatica da
lactose juntamente com o processo de fermentagcdo do leite para produgéo de
iogurte. Adicionaram, também, um mix de leite em po desnatado e concentrado
proteico de soro de leite em uma proporcao de 4,4%. Os autores utilizaram 0,025%
da enzima B-galactosidase de Kluyveromices lactis a 42°C, apdés 150 minutos, o
grau de hidrdlise foi de 75% a 78%.

Com o objetivo de analisar a viabilidade, no quesito microbiolégico, do
processo de hidrélise, realizado a 37°C, ao término de cada ensaio do DCCR
aplicado ao CPS, por meio da analise de micro-organismos mesofilos estaveis,
verificou-se que todos os experimentos tiveram resultados inferiores a 36.10°
(UFC/g™") o que esta abaixo de 1.10° (UFC/g™"), parametro exigido pela legislacdo
vigente para leite em po, visto que, produtos como concentrados e isolados proteicos
de soro de leite ndo sdo abordados, de forma especifica, pela legislagao brasileira
vigente (Brasil, 1997).

Nesta perspectiva, a fim de reduzir a possibilidade de contaminagao
microbiana, Klein et al. (2013) realizaram a hidrolise enzimatica a temperatura de
37°C e 7°C. Mantendo as outras condi¢des iguais, a diminuigdo da temperatura
reduziu o grau de hidrélise de 90% para 72%. Segundo os autores, esta diferenga
pode ser explicada pela dificuldade na transferéncia de massa, causada pelas
proteinas do soro, que se acentua em temperaturas de refrigeracéo.

Nenhum dos produtos obtidos nas pesquisas acima citadas poderiam
possuir o atributo “ndo contém”, de acordo com a legislagdo brasileira vigente que

consiste no Regulamento Técnico sobre Informag¢ao Nutricional Complementar, pois
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nestes, a concentragao de lactose € superior a 0,5 g de lactose por 100 g ou porgao

(Brasil, 2012).

5.2. Delineamento experimental das formulagdes de iogurtes isentos de lactose

Os dados da Analise de Variancia (ANOVA) obtidos a partir do experimento
relacionado a viscosidade das formulagcdes de iogurtes, permitem concluir que os
efeitos de concentracdo de concentrado proteico de soro de leite isento de lactose e
concentragédo de leite em po isento de lactose em termos lineares, bem como sua
interacdo, foram significativos (p < 0,05). O valor do percentual de variacdo (R?)
obtido foi de 0,94714, indicando que 94,7% da variabilidade na resposta podem ser
explicadas pelo modelo utilizado (Eqg. 3). Além disso, o valor significativo da analise
do modelo de regress&do multipla indicou o ajuste do modelo experimental adotado

(p < 0,05).

Viscosidade (mPa.s) = 869,8396 - 82,9702x4 - 72,3534x2 + 39,2900x1x (3)

onde x4 = concentragao de CPSIL; x2 = concentragdo de LPIL

Os valores calculados em fungao da concentragao de CPSIL e concentracao
de LPIL para o atributo sinérese, permitem identificar que somente a variavel CPSIL
foi estatisticamente significante em niveis lineares e quadraticos (p < 0,05). O valor
de (R?) obtido foi de 0,91144, indicando que 91% da variabilidade na resposta
podem ser explicadas pelo modelo utilizado (Eq. 4). O valor significativo da analise
do modelo de regress&do multipla indicou o ajuste do modelo experimental adotado

(p < 0,05).
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Sinérese (%) = - 4,64023x; + 0,59375x2 4)

onde x4 = concentragcao de CPSIL

Os modelos aplicados em funcédo da concentracao de CPSIL e concentragcao
de LPIL para os atributos firmeza e elasticidade apresentaram valores de R? iguais a
75% e 70%, respectivamente, além de falta de ajuste da modelagem (p > 0,05).
Estes modelos ndo descrevem adequadamente a relagdo entre as variaveis
independentes e a resposta. Uma mudanca nas faixas de valores das variaveis
estudadas pode ajustar os modelos.
Abaixo foram desenvolvidos graficos de superficie de resposta
tridimensionais. As curvas de nivel auxiliam na visualizagdo de uma regidao 6tima

para as respostas viscosidade e sinérese (Fig. 4):
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Fig. 4 - Superficies de resposta e curvas de contorno para a viscosidade (mPa.s) e sinérese (%) em
fungéo da concentragcéo de CPSIL (%) e LPIL (%)

Como se pode verificar, em concentracdes mais elevadas de CPSIL e LPIL os
valores de viscosidade dos iogurtes foram superiores aos verificados por iogurtes
compostos com menores concentragdes de CPSIL e LPIL (< 4%). Estas
concentragbes mais elevadas destes ingredientes nas composi¢cdes dos iogurtes
permitem também obter valores de sinérese inferiores aos demais.

A faixa 6tima de concentracdo de CPSIL e LPIL para a resposta viscosidade
foi igual a 5 a 6 (%). Para a resposta sinérese, as concentragdes de CPSIL na faixa
otima permaceneram compreendidas dentre 4 a 5 (%) e de LPIL dentre 4 a 6 (%).

O iogurte controle apresentou viscosidade e firmeza inferiores aos demais

iogurtes formulados. A sinérese &, aproximadamente, vinte e sete vezes superior

53
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aos iogurtes desenvolvidos. Verifica-se ainda a influéncia da concentragado de CPSIL

sobre o atributo elasticidade (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores de viscosidade, firmeza, elasticidade e sinérese das formulagdes

Formulagoes Vi?ﬁ?;f:)d © Firmeza (N) Ela?rt]iqcri:)ade Sinérese (%)
Controle 352,00+2,64' 0,03+0,00° 8,36+0,22%"  54,91+1,69°
1 726,16+2,46° 0,07+0,00' 9,00+0,03°" 1,75+0,00°
2 739,00+1,00° 0,07+0,00' 9,27+0,12%%™" 1,39+0,6°
3 716,00+1,73" 0,08+0,00% 9,29+0,37°*%  1,16+1,00°
4 886,00+3,60° 0,10,00% 10,43+0,07° 0,110,19°
5 674,66+4,16° 0,09+0,00% 9,24+0,38° 2,07+0,52°
6 854,66+3,51° 0,1%0,00° 12,12+0,83° 0,11£0,20°
7 666,00+2,64" 0,07+0,00' 9,57+0,33" 0,57+0,99"
8 862,33+2,30° 0,1+0,00° 10,27+0,49" 0,00+0,00°
9 776,00+1,00° 0,09+0,00% 9,88+0,16" 0,11+.0,20°
10 768,3343,51° 0,09+0,00*° 10,17+0,45" 0,11%0,20°

Média + desvio-padrao da média, n=3. Médias na mesma coluna com letras sobrescritas diferentes
possuem diferenca estatistica (p < 0,05).

Estes resultados indicam a atuacéo benéfica do concentrado proteico de soro
de leite isento de lactose em relacdo aos aspectos reoldgicos dos iogurtes.
Krzeminski, Grobhable, Hinrichs (2011) também observaram a atuagéo positiva das
proteinas do soro de leite sobre o tamanho das particulas, firmeza e viscosidade de
iogurtes. As proteinas do soro de leite agem de maneira a promover as interagdes
entre particulas, assim como, a agregagdao das mesmas, sendo estas,
caracteristicas de interesse para iogurtes, principalmente, do tipo concentrado.

Assim como, a presenca de FOS na concentracdo de 3%, sendo este valor
fixo para todas as formulacdes, € um fator com possivel atuagdo sobre o0 aumento
dos aspectos viscosidade e firmeza dos iogurtes, como verificado por Seckin &
Ozkilinc (2011).

Desta forma, o concentrado proteico de soro de leite pode ser utilizado em

substituicdo parcial ao leite em po6é desnatado, que normalmente € aplicado
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industrialmente em produtos lacteos como iogurtes (Guzman-Gonzalez, Morais,
Ramos, Amigo, 1999). A propor¢cdo dominante e exacerbada de proteinas do soro
de leite em relacdo a caseina, pode ocasionar efeitos desagradaveis como
granulosidade e heterogeneidade do produto (Krzeminski, Grobhable, Hinrichs,
2011).

Portanto, os tratamentos 4 (5% CPSIL/ 5% LPIL), 6 (5,414214% CPSIL/ 4%
LPIL) e 8 (4% CPSIL/ 5,414214% LPIL) foram selecionados para posterior analise
sensorial. Segue abaixo Tabela 3 contendo os resultados da caracterizagao fisico-

quimica destas formulagoes.

Tabela 3 — Caracterizagao fisico-quimica das formulagbes

Formulagdo 4 Formulagéo 6 Formulagao 8

Lactose (g. 100 g7) 0 0 0

Glicose (g. 100 g™ 1,47 +0,08° 1,25+0,18° 1,26 + 0,05°
Galactose (g. 100 g™) 1,65+0,31* 1,56 +0,28° 1,71 +0,07°
Acido Lactico (g. 100g™")  1,30+0,01° 1,49 +0,03° 1,46 + 0,09°
pH 481+0,01*  4,79+0,00° 4,79 + 0,00
Proteina (g. 100 g™ 8,04 + 0,70° 7,94 +0,39° 7,41 £ 0,40°
Gordura (g. 100 g™) 6,05+1,01° 5,26+ 0,83° 4,51+0,87°
Cinzas (g. 100 g7) 1,39 £0,06  1,38+0,06° 1,37 +0,16°
Calcio (mg. 100 g™) 215,16 + 1,94° 220,05 +5,42° 155,68 + 527"
Fibras totais (g. 100 g™") 3,05+0,05°  3,02+0,04° 3,00 + 0,03°
Umidade (%) 79,35+ 0,37 79,25+0,28° 79,29 £ 0,29°

Solidos totais (g. 100 g”') 20,86 + 0,37° 20,74 + 0,28° 20,70 + 0,29°
Média + desvio-padrdo da média, n=3. Médias na mesma linha com letras sobrescritas diferentes
possuem diferenca estatistica (p < 0,05).

Por meio da analise cromatografica foi possivel verificar a isengao de lactose
nas formulagdes de iogurte. Na isencao de lactose no produto lacteo e consequente
aumento dos monossacarideos resultantes da hidrélise, as bactérias lacticas
utilizam, principalmente, a glicose como principal substrato para fornecimento de

energia e liberagdo de acido lactico, desta forma, as concentragdes de galactose
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foram superiores as de glicose, assim como, encontrado por Pescuma, Hébert,
Mozzi & Font de Valdez (2010) ao analisarem o desenvolvimento de bactérias
lacticas em bebida fermentada contendo concentrado proteico de soro de leite (35%
de proteina).

A legislagao brasileira exige que a acidez de iogurtes (g de acido lactico.100
g ") seja inferior & 1,5 (Brasil, 2007). Os trés produtos atendem aos teores de acido
lactico exigidos pela legislagao.

A média dos pHs dos iogurtes foram semelhantes aos encontrados na
literatura para iogurtes gregos. Tarakci, Temiz & Ugur (2011) obtiveram valores de
pHs dentre 4,01 + 0,02 a 4,36 + 0,02. Kaaki, Kebbe Baghdadi, Najm & Olabi (2012)
obtiveram valores entre 4,12 + 0,20 a 4,21 + 0,20. Abu-Jdayil & Mohameed (2012)
encontraram valores de pH de, aproximadamente, 4,40 a 3,50 decaindo conforme o
tempo de armazenagem de 0 a 14 dias, respectivamente.

Além disso, a concentrag&o proteica dos iogurtes permaneceu entre 7,41 e
8,04 g.1OOg'1. Os iogurtes produzidos possuiram concentragdo proteica acima da
média dos iogurtes gregos zero lactose sem adigdo de polpas de frutas ou outros

preparados comercializados no Brasil (Tabela 4).

Tabela 4 — Concentragdo proteica de iogurtes gregos zero lactose comercializados no Brasil

Marca Produto Concentragéo proteica (g. 100 g'1)
A logurte grego zero lactose e zero gordura 7,5
A logurte grego zero lactose tradicional 5
B logurte grego zero lactose original 3,9
B logurte grego zero lactose, gordura e agucares 5,5

Valores expressos nos rétulos dos produtos.

Esta concentracéo proteica elevada € explicada pela adicdo de concentrado

proteico de soro de leite, visto que, apesar de nao apresentar diferenca
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estatisticamente significante, concentragdes mais elevadas de concentrado proteico
de soro de leite resultaram em maiores teores de proteina. Foi observado que
nenhum dos iogurtes comerciais citados possuem em sua composigao o
concentrado proteico de soro de leite.

Por meio da adicdo de 1% e 2% de concentrado proteico de soro de leite
(35% de proteina) e 1,13% e 2,25% de leite desnatado em po, Vénica, Perotti &
Bergamini (2014) obtiveram iogurtes com concentragdes proteicas de 3,87 a
4,50 (g.100g™"), respectivamente. A adicdo de concentrado proteico de soro de leite
vem se mostrando uma alternativa viavel, principalmente, pelo fato de aumentar o
fornecimento e colaborar com o aporte proteico, como também, promover algumas
caracteristicas sensoriais de interesse, como textura e viscosidade.

Além da perspectiva quantitativa, € importante considerar a qualidade da
proteina, visto que, as proteinas do soro de leite apresentam todos os aminoacidos
essenciais (Sgarbieri, 2004), incluindo os aminoacidos de cadeia ramificada (leucina,
isoleucina e valina), sendo reconhecidas como proteinas de alto valor biolégico e de
rapida absorg¢ao (Hulmi, Lockwood, Stout, 2010).

No que se refere a gordura, a formulagdo 4 apresentou concentragao
superior as das demais, porém, ndo houve diferenca estatistica significativa. Pela
legislacdo brasileira aplicada a leites fermentados, as formulagdes 6 e 8 seriam
consideradas integrais em seu conteudo de matéria gorda, a formulagdo 4 seria
denominada iogurte com creme, pois apresenta concentragdo de gordura superior a
6,0 (g.100g") (Brasil, 2007). Tamime & Robinson (2007) pesquisaram a
concentragdo de gordura de diversos iogurtes gregos produzidos por ultrafiltragao,
adicdo de matéria gorda ou por meio de separadores mecanicos, a concentragao

média encontrada foi de 6,1 a 9,2 (g.100g™).
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Neste estudo, o método de obtengdo dos iogurtes gregos foi por meio da
adicdo de ingredientes (estabilizante/espessante, concentrado proteico de soro de
leite, leite em pod, frutooligossacarideo) que promovem as caracteristicas de
interesse para iogurtes gregos.

A concentragao de cinzas dos iogurtes (1,37 + 0,06 a 1,39 + 0,06 g.100g™") é
elevada quando comparada a outros iogurtes concentrados. Serafeimidou, Zlatanos,
Laskaridis e Sagredos (2012) pesquisaram vinte e quatro amostras de iogurtes
gregos comercializados na Grécia, as concentragdes de cinzas permaneceram entre
0,632 + 0,022 a 1,107 + 0,006 (g.100g™).

O teor de calcio dos iogurtes deveu-se a adicdo de carbonato de calcio.
Quando comparado aos comumente utilizados em alimentos, o carbonato de calcio
possui a maior concentracdo do mineral em questdo (Weaver, Heaney, 2006).
Através da suplementagdo de calcio, foi possivel atingir entre 15,56% a 22% da
ingestao diaria recomendada para adultos (Brasil, 2005). Os iogurtes com maiores
concentragdes de CPSIL (> 5%) obtiveram maiores teores de calcio, visto que, o
CPSIL apresentou 806,21 + 5,40 (mg.100g™") de calcio, enquanto que, para o LPIL
este valor foi igual a 590,19 + 1,11 (mg.100g™).

Os produtos atingiram também 40% da ingestdo diaria recomendada para
adultos no que se refere a vitamina D (Brasil, 2005).

Estudos indicam significativa associacdo entre a ma-absorgdo da lactose ou
auto-percepcao desta condicionalidade e o baixo consumo de calcio e vitamina D,
sendo assim, o desenvolvimento de produtos alimenticios que atendam esta
condigdo pode auxiliar na adequada ingestao destes nutrientes (Madry et al., 2012;
Barr, 2013; Lehtimaki et al., 2006).

Por meio da adigdo de FOS, as trés formulagbes de iogurte poderiam
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possuir alegagao prebidtica, pois atenderam a recomendagao brasileira vigente no
que se refere ao conteudo de fibras alimentares (> 2,5 g por porc¢ao) (Brasil, 2012).
Este produto foi analisado por HPLC, onde verificou-se a presenca de 8% de frutose
na forma livre, indicando que o produto se apresentava integro e que atuaria como
fibra alimentar.

O FOS é uma substéncia nao digerivel que atua como prebiotico e modula a
microbiota intestinal, exibindo assim, um papel importante aos intolerantes a lactose
que muitas vezes apresentam desequilibrio na composi¢cdo das bactérias comensais
endogenas presentes no intestino. O FOS é fermentado pelas bactérias benéficas
do cdlon, lactobacilos e bifidobactérias, formando acidos graxos de cadeia curta que
possuem a capacidade de impulsionar a proliferacdo celular do enterécito, além de
estimular o funcionamento do sistema imune e, ainda, regular o metabolismo lipidico
limitando a lipogénese e colesterogénese (Sabater-Molina, Larque, Torella, Zamora,
2009; Roberfroid et al., 2010).

Este componente das formulagdes possui agado benéfica sobre a absorgao
de minerais, principalmente de calcio. A produgéo dos acidos graxos de cadeia curta
promove a diminuigdo do pH instestinal que converte o calcio insoluvel em sua forma
ibnica favorecendo sua absorgéo (Pandey, Naik, Vakil, 2015).

Além dos beneficios nutricionais, o FOS apresenta propriedades
tecnoldgicas, sendo um substituto da sacarose, possuindo grande capacidade de
retencdo de agua, alta solubilidade e estabilidade e baixa oferta energética (Sabater-
Molina, Larque, Torella, Zamora, 2009).

O teor de umidade do iogurte grego elaborado por Lteif, Olabi, Kebbe
Baghdadi & Toufeili (2009) foi igual a 76,81 (%), ligeiramente inferior quando

comparado aos valores de umidade dos iogurtes da presente pesquisa (79,25 + 0,28
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a 79,35 = 0,37%), no entanto, estes valores encontram-se na faixa média de
umidade de sete marcas diferentes de iogurtes gregos comercializados em Beirut no
Libano, local onde este tipo de iogurte € popular (76,87 + 1,98%) (Kaaki, Kebbe

Baghdadi, Najm, 2012).

5.3. Analise microbiolégica das formulagdes

Os resultados das analises microbiolégicas, para as trés formulagcbes de
iogurtes, foram inferiores aos estabelecidos pela legislacédo brasileira (Brasil, 2001;
Brasil, 2007). Os iogurtes apresentaram: meséfilos < 4,73.10° UFC/g, coliformes
totais < 93 NMP/g e termotolerantes < 3 NMP/g, Staphylococcus aureus < 23
NMP/g, bolores e leveduras ausentes e Bacillus cereus < 1.10 UFC/g. Houve
auséncia de Salmonella sp nas trés amostras analisadas.

A média da contagem de bactérias lacticas foi igual a 6,90 + 0,63 log UFC/g
para a amostra 4; 6,88 £ 0,67 log UFC/g para a amostra 6 e 6,91 + 0,68 log UFC/g
para a amostra 8. Estes resultados respeitam a contagem minima de bactérias
lacticas estabelecida pela legislagdo brasileira para iogurtes (107 UFC/g). A
contagem destas bactérias, nos trés iogurtes, nao diferiu significativamente entre si
(p > 0,05).

A partir destes resultados as amostras de iogurte tiveram sua inocuidade
atestada e seu consumo por provadores participantes da analise sensorial pode ser

realizado.
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5.4. Avaliacéo sensorial das formulagdes

As médias, obtidas por meio de aplicagao da escala hedbnica de nove pontos,
demonstraram que a formulacdo com maior concentragdo de concentrado proteico
de soro de leite (5,41%) resultou em aceitagédo geral superior as demais formulagdes
com menores concentragcbes deste ingrediente. No entanto, apesar da média da
formulacdo 6 ser superior, ndo houve diferenca estatistica entre as trés formulacdes

testadas (p > 0,05) (Tabela 5).

Tabela 5 — Avaliagéo sensorial das formulagbes

Formulagdes 4 6 8

Aceitabilidade geral  6,61°+ 1,71 6,7°+1,74 6,57°+1,78
Média + desvio-padrdo da média, n=3. Médias na mesma linha com letras sobrescritas diferentes
possuem diferenca estatistica (p < 0,05).

As médias se mantiveram na faixa entre o ponto 7 (gostei moderadamente) e
0 ponto 6 (gostei ligeiramente). Em relagcdo a formulagédo 4, 60% dos participantes
(69 provadores) selecionaram as opgdes 7 (gostei moderadamente), 8 (gostei muito)
ou 9 (gostei muitissimo). Para a formulacdo 6, 61,73% dos participantes (71
provadores) pontuaram da mesma maneira. E quanto a formulagdo 8, a
porcentagem foi igual a 63,47% (73 provadores).

Embora seja uma pratica a inclusdo de agucar a fim de melhorar as
caracteristicas sensoriais dos produtos alimenticios, ndo foram adicionados
agucares e edulcorantes nos iogurtes, visto que, sua adi¢cdo intencional deve ser
reduzida de forma a atingir a proporgdo maxima de 10% do total consumido no dia,
conforme recomenda a Word Health Organization (2015). Essa recomendagao

objetiva a redugéo das caries dentais, assim como, a prevencgao e controle do ganho
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de peso ndo saudavel que é fator mediador de inumeras doengas néao
transmissiveis, dentre essas, diabetes tipo Il e doencas cardiovasculares.

Mesmo sem adicdo de acgucares e edulcorantes artificiais, uma caracteristica
proeminente dos iogurtes foi a dogura acentuada, visto que, os agucares resultantes
do processo de hidrolise possuem poder edulcorante superior ao da lactose (Ganzle,
Haase, Jelen, 2008).

Os resultados provenientes da analise sensorial indicaram que, apesar de se
tratar de iogurtes gregos naturais, as meédias de aceitabilidade geral foram
superiores quando comparadas aos iogurtes produzidos com 5%, 10% e 15% de
suco de frutas (maga, laranja, banana, abacaxi), que obtiveram médias iguais a 4,38
+ 0,32, 5,19 + 0,32 e 5,12 + 0,44, respectivamente (Senaka Ranadheera, Evans,
Adams, Baines, 2012). Lteif, Olabi, Kebbe Baghdadi & Toufeili (2009) produziram
iogurtes gregos naturais com leite bovino, de cabra e de ovelha e tiveram médias de
aceitabilidade geral iguais a 5,96, 3,65, 4,44, respectivamente, sendo estas
inferiores as do presente trabalho.

Sendo assim, este estudo indica que o concentrado proteico de soro de leite
pode ser utilizado em produtos alimenticios, neste caso, iogurte, apresentando
influéncia positiva sobre as caracteristicas reologicas, nutricionais e de aceitagao
geral.

O presente artigo, procura atender a necessidade em assumir a co-
responsabilidade na promogao do Direito Humano a Alimentagdo Adequada (DHAA),
mediante a ampliagdo, inovagao e aperfeicoamento dos produtos disponiveis. Nao
apenas com o intuito de atender o crescente numero de pessoas que possuem
restricdo a ingestdo de lactose, e que consequentemente, diminuem e/ou deixam de

ingerir leite e seus derivados, mas também com o objetivo de estimular o uso e
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desenvolvimento de tecnologias que atuam promovendo a sustentabilidade e o uso
de subprodutos da industria de laticinios, como & o caso do soro de leite (Gulseven,

Wohlgenant, 2014).

6. Conclusao

Conclui-se que, por meio das condigdes e metodologia aplicadas com duas
enzimas beta-galactosidades comerciais de diferentes fornecedores, foi possivel
alcancar 100% de hidrdlise da lactose presente no concentrado proteico de soro de
leite utilizado na formulacdo de iogurtes isentos de lactose. O processo de hidrdlise
enzimatica da lactose permite que os produtos possam ser consumidos por
intolerantes a lactose, parcela significativa da populagédo, porém, para pessoas com
alergia as proteinas do leite bovino, a ingestdo destes alimentos ndo é
recomendada, visto que, a concentragao proteica dos mesmos € elevada.

Os resultados confirmam os efeitos benéficos exercidos pela adicao de
concentrado proteico de soro de leite isento de lactose nos aspectos reoldgicos
avaliados dos iogurtes. Além disto, a adicdo deste ingrediente contribuiu com o
aumento do teor proteico e de calcio dos iogurtes. Os iogurtes desenvolvidos sao
ainda ricos em fibras soluveis e vitamina D.

A aplicagao do teste de escala heddnica evidenciou que apesar de obter a
maior média, a formulacdo com maior concentracdo de CPSIL teve sua aceitacao
geral igual as outras duas formulagdes testadas.

Desta forma, os resultados evidenciaram que a aplicagdo, em iogurtes, de
concentrado proteico de soro de leite isento de lactose pode ser considerada uma

pratica com grande potencial.
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