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RESUMO

RAMOS, Thais de Melo. Producéo de xarope de lactulose a partir do soro de
ricota e seu emprego em iogurte e queijo quark. 2010. 99p. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncia dos Alimentos) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras*.

Um dos maiores problemas enfrentados pelo setor de laticinios em todo
o mundo ¢ o destino dado ao soro proveniente da fabricagdo de queijos. O soro
de leite ¢ um subproduto da industria de laticinios que vem despertando o
interesse de inuimeros pesquisadores em todo o mundo em virtude de sua
potencialidade nutricional, funcional e econdémica. Por ser um residuo que
apresenta alta matéria organica pode contaminar corpos receptores ao criar
graves problemas ambientais. Este fato justifica todos os esforcos envidados
para evitar que o mesmo seja dispensado nos cursos d’agua, como vem
acontecendo desde o inicio da produgdo queijeira no Brasil. Novas aplicagdes
para o soro sdo uma real necessidade para dos laticinios, pois assim podem
trabalhar dentro das exigéncias dos 6rgdos de protecdo ambiental. O soro pode
ser destinado a produgdo de uma substdncia com propriedade funcional a
lactulose, por meio de uma reagdo de isomerizacdo em que a lactose € convertida
em lactulose. Atualmente a lactulose tem sido amplamente empregada na
industria de alimentos, com destaque ao setor de laticinios. Possui alegagdo de
apresentar propriedade prebiotica, podendo estimular o crescimento de
microrganismos probidticos no intestino grosso, que pode promover reacdes
desejaveis. Este trabalho foi realizado com o objetivo de produzir um xarope de
lactulose com o do soro de ricota ¢ empregar este xarope em produtos lacteos
simbidticos como o iogurte e queijo quark. A purificacdo do xarope de lactulose
foi realizada em colunas cromatograficas de troca ionica e exclusdo molecular, a
purificagdo ocorreu para a remoc¢do do acido borico (catalisador). Apds a
purificacdo do xarope de lactulose em colunas cromatograficas foi utilizada
cromatografia em camada delgada (CCD) que apresentou eficiéncia na deteccao
de lactulose. Para confirmar sua sintese no xarope foi realizada a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), na qual pode-se confirmar a reagdo de
isomerizacdo da lactose em lactulose. Avaliou-se a porcentagem de lactulose
sobre a qualidade sensorial de iogurte e queijo quark, ambos acrescentados de
culturas probidticas. Os resultados indicaram que, apds a purificagdo do xarope
de lactulose em coluna de troca i6nica ¢ de exclusdo molecular, foi identificada
presenca de lactulose ou fragcdes de composicdo similares por cromatografia em
camada delgada. A sintese de lactulose foi confirmada mediante a cromatografia
liquida de alta eficiéncia e o rendimento obtido foi de aproximadamente 58%.
Pela ANOVA e teste de médias, observou-se uma grande aceitabilidade do
iogurte e queijo quark adicionados de lactulose. Para o iogurte, apenas para o
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atributo aparéncia houve diferenca significativa (p < 0,05) entre as amostras, o
queijo quark ndo apresentou diferenga significativa (p < 0,05) entre as amostras.

Palavras-chave: soro de ricota, lactulose, cromatografia.

Comité Orientador: Dra. Sandra Maria Pinto — UFLA — MG (Orientadora); Dr.
Luiz Ronaldo de Abreu — UFLA.
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ABSTRACT

RAMOS, Thais de Melo. Production of lactulose syrup from ricotta whey
and its use in yogurt and Quark cheese. 2010. 99p. Dissertation (Master’s in
Food Science) — Federal University of Lavras, Lavras.

One of the biggest problems faced by the dairy product sector
throughout the world it is the destination given to the whey originating the from
cheese production. The milk serum is a by-product of the dairy product
industry that is awakening the the interest of countless researchers all over the
world due to its nutritional, functional and economic potential. For being a
residue that presents high organic matter it can contaminate receiving bodies,
generating serious environmental problems. This fact justifies all of the efforts
undertaken to avoid it is released in water courses, as has been happening since
the beginning of cheese production in Brazil. New applications for the whey are
a real necessity for the dairy industry, since they can work within the demands
of the environmental protection agencies. The whey can be destined for the
production of a substance with functional properties; lactulose; through an
isomerization reaction where the lactose is converted into lactulose. Currently,
lactulose has been widely used in the food industry, with prominence in the
dairy products sector. It is claimed thet lactulose presents prebiotic properties,
being able to stimulate the growth of probiotic microorganisms in the large
intestine, which can promote desirable reactions. This work was conducted with
the objective of producing a lactulose syrup starting from ricotta whey and to
use this syrup in symbiotic milk products such as yogurt and quark (curd)
cheese. The purification of the lactulose syrup was carried out in ion exchange
and molecular exclusion chromatographic columns, this purification occurred
for the removal of the boric acid (catalyst). After the purification of the lactulose
syrup in the chromatographic columns, thin layer chromatography (TLC) was
used, which was efficient for the lactulose detection. To confirm the lactulose
synthesis in the syrup, high performance liquid chromatography (HPLC) was
conducted where the lactose isomerization reaction can be confirmed in
lactulose. The effect of the lactulose percentage on the sensorial quality of
yogurt and quark cheese was evaluated, both added with probiotic cultures. The
results indicated that, after the purification of the lactulose syrup in ion exchange
and molecular exclusion columns, lactulose presence or similar compound
fractions were identified by thin layer chromatography. The lactulose synthesis
was confirmed through high performance liquid chromatography, the yield
obtained was approximately 58%. By ANOVA and test of averages, a high
acceptability of the yogurt and quark cheese with added lactulose was observed.
For the yogurt, just for the attribute, appearance, there was significant difference
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(p < 0,05) among the samples. The quark cheese did not present significant
difference (p < 0,05) among the samples.

Keywords: ricotta whey, lactulose, chromatography.

Guidance Committe: Dra. Sandra Maria Pinto — UFLA — MG (Adviser); Dr.
Luiz Ronaldo de Abreu — UFLA.

v



CAPITULO 1

PRODUCAO DE XAROPE DE LACTULOSE A PARTIR DO SORO DE
RICOTA E SEU EMPREGO EM IOGURTE E QUEIJO QUARK



1 INTRODUCAO GERAL

O soro ¢ um subproduto da industria laticinista, obtido pela coagulagao do
leite ¢ redu¢do do pH. Pode ser caracterizado como um liquido amarelo-
esverdeado de sabor acido ou doce, dependendo do tipo de coagulagdo a que o
leite foi submetido. O soro de leite é constituido basicamente de agua (93%) e
somente 7% de matéria seca, da qual 71% s@o lactose, 10% proteina bruta (PB),
12% sdo gordura e 11% sdo minerais. O valor energético do soro ¢ estimado em
80% de nutrientes digestiveis totais (NDT), na matéria seca (Lizieire & Campos,
2001).

Embora o soro contenha um alto valor nutricional, ele se torna um dos
maiores problemas das industrias de laticinios, em todo o mundo. Por ser um
residuo com alta concentragdo de matéria orgénica, estd sujeito a rapida
alteracdo pelos microrganismos, possuindo consequentemente, uma alta
“Demanda Biologica de Oxigénio” (DBOS).

No Brasil, ao contrario de outros paises, o soro de queijo ainda ¢
considerado um produto de pouca importancia sob o ponto de vista nutritivo. Os
desperdicios causados, aliados ao valor nutritivo do soro, direciona a atengdo do
meio cientifico ao seu estudo, para a criacdo de alternativas economicamente
vidveis para o aproveitamento de seus componentes, que apresentam alto valor
nutricional e comercial. Logo, ¢ interessante o estudo de alternativas que
venham aproveitar o soro utilizando processos que minimizem os danos a seus
componentes, como processos de evaporacdo a vacuo (baixa pressdo) e
liofilizagao.

Alternativas para a industrializagdo do soro consistem na producdo de
ricota, bebidas lacteas, soro em po, concentrado proteico e lactose. Em uma

quantidade razoavel de casos, o soro proveniente da elaboragdo de queijos ¢
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utilizado para a fabricacdo da ricota, o que extrai a maioria das suas proteinas;
entretanto deve-se ter em mente que a lactose (s6lido mais abundante no soro)
permanece apds a remogdo dessas proteinas, remanescendo, em conseqiiéncia, a
maior parte do poder poluente do soro. Novas escolhas para o aproveitamento do
soro sdo uma real necessidade dos laticinios, pois, dessa forma podem trabalhar
dentro das exigéncias dos 6rgaos de prote¢do ambiental. O soro também pode
ser destinado a produgdo de substincias funcionais, com destaque para a
lactulose.

Desde que a produgdo da lactose purificada do soro foi estabelecida,
muitos esfor¢cos se concentram na tentativa de agregar valor e desenvolver
outros produtos derivados deste componente. Isto pode ser feito considerando-se
areacdo de isomerizagdo da lactose em lactulose (Saron, 2003).

Se destinar parte do soro de leite, resultante da produgdo de queijos, para
produgdo de lactulose, obter-se-4 uma substdncia com propriedade funcional
para ser empregado na inddstria de alimentos em geral e a de laticinios em
particular. Além de minimizar os impactos ambientais causados pelo descarte de
SOT0.

O processo de obtencdo da lactulose em sua forma pura, embora ja
esteja bem padronizado, é um tanto quanto complexo. Uma forma de “xarope”
rica em lactulose, no entanto, pode ser conseguida de forma relativamente
simples e mais facilmente encontrada e comercializada.

A férmula molecular da lactulose ¢ similar a da lactose (galactose e
glicose). A diferenca ¢ que o residuo da glicose ¢ isomerizado a frutose na
molécula de lactulose a qual pode ser usada em uma ampla variedade de
produtos alimenticios, na induastria farmacéutica e em tratamentos de
encefalopatia e constipagdo cronica (Mizota, 1996; Strohmaier, 1998).

Ultimamente o emprego de lactulose vem  aumentando

consideravelmente. Isso se deve, principalmente, pela crescente demanda por



produtos com propriedades funcionais especificas, dentre eles os simbidticos,
que sdo aqueles contendo microrganismos probiodticos associados a uma ou mais
substancia prebidtica. A lactulose pode estimular o crescimento de bactérias
probidticas no intestino grosso, o qual promove uma série de reagdes desejaveis.

A fim de criar alternativas para minimizar as perdas e o desperdicio de
soro ¢ reduzir o impacto ambiental causado pelo seu mau aproveitamento, o
objetivo deste trabalho foi disponibilizar a tecnologia de obtengdo do xarope de
lactulose (prebiotico) com o do soro de ricota e sua utilizagdo em produtos

lacteos simbioticos.

Os objetivos especificos foram:
- Viabilizar a produgdo de lactulose com o do soro de ricota.
- Estudar a viabilidade tecnolodgica de sua utilizagdo em alguns produtos lacteos.

- Conhecer o grau de aceita¢dao dos produtos elaborados com lactulose.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Soro de leite
2.1.1 Soro de leite como residuo

O soro de leite ¢ um subproduto da industria de laticinios que vem
despertando o interesse de iniumeros pesquisadores em todo o mundo, em fungao
de sua potencialidade nutricional, funcional e economica. Pode e ser definido
como o liquido que permanece apds a coagulagdo acida ou enzimatica da
caseina, processo que ocorre durante a fabricagdo do queijo (Eigel et al., 1984;
Sgarbieri, 1996; Mcintosh et al., 1994; Antunes, 2004).

O soro ¢ rico em proteinas de elevado valor biologico, lactose e sais
minerais (Hosseini et al., 2003). A composi¢do média do soro de leite é 93,0%
de agua e 7,0% de solidos totais; 4,9% de lactose, 0,9% de compostos
nitrogenados (0,5% de compostos proteicos coagulaveis pelo calor e 0,4%
compostos nitrogenados ndo coagulaveis pelo calor), 0,6% de cinzas, 0,3% de
gordura e 0,2% de acido latico (Weeb & Whittier, 1970).

Em sua composicdo possui pouca quantidade de gordura, composta por
acidos graxos de baixo ponto de fusdo (em torno de 29°C); proteinas
hidrossoluveis, dentre clas a a-lactoalbumina ¢ a [B-lactoglobulina, lactose;
minerais ¢ vitaminas hidrossoluveis (Behmer, 1986; Sgarbieri, 1996).

Apesar das varias possibilidades de utilizagdo do soro de leite, somente
uma parte do soro produzido ¢é utilizado, e o restante é descartado como efluente,
por causa do alto custo e da dificuldade de processa-lo.

O soro pode representar um importante problema ambiental, com uma
elevada demanda bioquimica de oxigénio (30.000 a 50.000 mg/L), caso seja
destinado diretamente em rios ou esgotos publicos, o que atualmente nao ¢
permitido. A alta percentagem de 4agua presente no soro inviabiliza

economicamente, sua desidratacdo. O fato de ser perecivel agrava o problema,



impossibilitando seu armazenamento prolongado. (Almeida et al.,, 2001;
Hosseini et al., 2003).

Para cada quilograma de queijo produzido sdo obtidos 9 kg de soro, que
produz um grande volume de residuo industrial. A aplicacdo desse subproduto
em outro processo possibilita uma nova fonte de renda além de eliminar parte
dos efeitos poluentes desse efluente (Costa, 1995).

No Brasil, ao contrario de outros paises, o soro ainda ¢ considerado um
produto de ma qualidade e de pouca importancia sob o ponto de vista nutritivo.
Nos Estados Unidos, grande parte dos residuos de queijarias ¢ aproveitada e
90% sdo destinados a alimentagdo humana, o que, em 2001 representou mais de
500.000 toneladas. O Brasil entre 1998 a 2001 importou mais de 140.000
toneladas de soro em pd, em virtude da falta de capacidade interna de produgao
(Almeida et al., 2001; Unites States Dairy Export Council - USDEC, 2009).

Em média, cada tonelada de soro nfo tratado despejado por dia no
sistema de tratamento de esgoto, equivale a poluicdo diaria de 470 pessoas
(Andrade & Martins, 2002). Grandes volumes, ainda, podem ser direcionados
para sistemas de tratamento de efluentes com baixa eficiéncia, contaminando
drasticamente corpos receptores (Antunes, 2003).

A produgdo mundial de soro de leite é de, aproximadamente, 120
milhdes de toneladas anuais, que produz em torno de 720.000 toneladas de
proteinas. No Brasil, a produg¢do ¢ de, aproximadamente, trés milhdes de
toneladas de soro e de 240.000 toneladas de proteinas, que tem justificado o
interesse crescente na utilizagdo comercial deste produto (Giraldo-Zuiiga et al.,

2004).



2.1.2 Utilizacao do soro de leite

O soro de leite, atualmente, é utilizado em grande quantidade de
produtos alimenticios, como chocolates, bombons, recheios, coberturas e
sorvetes. A grande vantagem de seu emprego ¢ a flexibilidade que oferece em
relagdo a seus componentes, concentracdo de proteinas, minerais, lactose e
gorduras, que podem ser alterados em funcdo da necessidade do produto no qual
ele serd adicionado (Dallas, 1999).

O soro pode ser industrializado para produgao de ricota, bebidas lacteas,
soro em po, concentrado proteico e lactose. Logo, ¢ interessante o estudo de
novas alternativas utilizando processos que minimizem os danos a seus
componentes como processos de evaporagdo a vacuo (baixa pressdo). O
desperdicio deste subproduto aliado ao valor nutritivo do soro leva a direcionar a
atencdo do meio cientifico ao seu estudo, para a criacdo de alternativas
economicamente viaveis (Serpa, 2005). A evaporagdo a baixa pressdo reduz os
custos operacionais de processo, além de diminuir as perdas fisico-quimicas por
acdo da temperatura.

Aproximadamente 50% do soro, mundialmente produzido, encontram-se
industrializados, sob a forma de bebidas fermentadas, sucos, aditivos para
panificagdo e utilizados in natura para alimentagdo animal. Uma parcela é
desidratada e comercializada como fonte energética e nutritiva, sob a forma de
po, pois, o mesmo retém, aproximadamente, 75% dos nutrientes do leite, além
de ser responsavel por uma parcela que varia entre 80 a 90% de sua composi¢ao;
sendo 2,9% de caseinas e 0,6% de proteinas do soro (Sgarbieri, 1996).

A composi¢ao média do soro de leite ¢ apresentada na Tabela 1.



TABELA 1 Composi¢do dos soros de leite obtidos por agdo enzimatica e por
acidificacdo do leite

Parametro Soro doce Soro acido
pH 6,3 4.6
Proteinas (%) 0,82 0,75
Lipidios (%) 0,07 0.03
Lactose (%) 4,77 4,71
Acido latico (%) 0,15 0.55
Cinzas (%) 0,53 0.69

Fonte: Morr e Ha (1993), adaptado

2.2 Ricota e obtencéo do soro

O nome ricota ¢ derivado da palavra latina “recocta”, que significa re-
cozido, ou cozido duas vezes (Kosikowski & Mistry, 1999). A ricota ¢ um
queijo suave, ndo maturado, que foi tradicionalmente produzido na Italia com o
leite de ovelha. Na atualidade, atingiu maior popularidade e é elaborada de soro
ou de uma mistura de soro e leite bovino pasteurizado integral ou desnatado. O
principio de fabricagdo da ricota é baseado na precipitagdo das proteinas do soro
(albumina e lactoglobulina) por meio de calor associado a acidificagdo (Farkye,
2004; Alarcon, 2007; Madalozzo et al., 2008).

De acordo com o Regulamento de Inspegdo Industrial e sanitaria de
Produtos de Origem Animal, a ricota fresca ¢ o produto obtido da albumina de
soro de leites, adicionado de leite até 20% do seu volume, tratado
convenientemente (Brasil, 1952).

A ricota, também, ¢ conhecida por queijo de albumina, por se constituir
basicamente desta e de lactoglobulina, que s3o os principais componentes
proteicos do soro, ndao coagulaveis pelo coalho. As proteinas do soro sdo
facilmente desnaturadas e precipitadas pelo calor, sob a influéncia de

acidificagdo, que constitui o principio basico da fabricagdo da ricota.
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O principio de fabricagdo da ricota é baseado na precipitacdo das
proteinas do soro, por meio de calor associado a acidificagdo, adicionado ou ndo
de 10% de leite integral, apds seu aquecimento a aproximadamente 92°C

(Ribeiro et al., 2005).

2.3 Caracteristicas da lactose

A lactose € o unico glicidio livre que existe em quantidades importantes
em todos os leites; € também o componente mais abundante, o mais simples e o
mais constante. Encontra-se em propor¢des compreendidas entre 45 ¢ 50 g/litro
de leite (Ordoinez, 2005).

O dissacarideo lactose é o carboidrato predominante do leite, no qual
existem, também, concentracdes muito baixas de outros monossacarideos,
incluindo glicose e galactose, oligossacarideos neutros e acidos e carboidratos
ligados a peptideos e proteinas (Robinson, 1981).

De acordo com Fennema (1996), a concentragdo de lactose no leite
varia, conforme a origem, entre 2,0% a 8,5%. O leite de vaca contém maior
quantidade de lactose do que qualquer outro componente solido (Walstra &
Jennes, 1984).

Do ponto de vista fisico-quimico, a lactose é composta por D-glicose ¢
D-galactose, estando o grupo aldeido da galactose unido ao grupo C-4 da glicose
mediante uma ligagdo B-1-4-glicosidica (Walstra et al., 2001). Por possuir um
grupo aldeido livre, a lactose ¢ um aglcar redutor ¢ pode reagir com substancias
nitrogenadas, desencadeando as rea¢des de Maillard. Forma de compostos
coloridos (melanoidinas), de odores anomalos e a redugdo do valor nutritivo do
leite (Ordonez, 2005).

Desde que a produg¢do comercial da lactose purificada do soro foi
estabelecida, muitos esfor¢os se concentraram na tentativa de desenvolver outros

produtos derivados da lactose. Com a lactose, pode-se derivar



galactooligosacarideos (transgalactosilagdo enzimatica); lactulose
(isomerizagdo); acido lactobidnico (oxidagdo); lactitol (hidrogenacdo); galactose
e glicose (hidrolise enzimatica) (Yang & Silva, 1995).

A lactose pode ser convertida em lactulose por uma reacdo de
isomerizacao catalisada por borato de sddio em meio alcalino, promovendo uma
reacdo com alto rendimento ¢ baixo custo. O rendimento da reagdo de
isomerizacdo de lactose em lactulose, utilizando acido bérico e NaOH, pode
chegar a 80% (Hicks et al., 1984), mas na sintese enzimatica da lactulose usando
a enzima [3-galactosidase, o rendimento € inferior a 10% (O’Sullivan, 1996).

Segundo Branddo (1994), a lactose pode ser utilizada como matéria-
prima para diversos produtos, incluindo:

a) Lactosil urea, que ¢ preparada pela condensacao da lactose e ureia.

Ela pode ser utilizada como alimento a ruminantes para a sintese de
proteinas.

b) Lactitol, que é um adogante ndo nutritivo, semelhante ao sorbitol.

¢) Lactulose, que € um isdmero da lactose obtido pelo tratamento da

lactose em meio alcalino. A lactulose promove o crescimento de
Bifidubacterium bifidus na flora intestinal, ¢ é também recomendado

no combate a constipagdo infantil.

A lactulose, o lactitol e o acido lactobidnico sdo os compostos que
podem ser sintetizados pela lactose e que, ao contrario da lactose, ndo sdo
absorvidos no intestino delgado. Assim, todos estes compostos tém o potencial
de funcionar como prebidticos, que promovem o crescimento benéfico de

microrganismos desejaveis no célon (Kontula, 1999).
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2.4 Lactulose
2.4.1 Historico

A lactulose foi sintetizada como um novo agucar em 1930 por
Montgomerry & Hudson. Entretanto, apenas em 1957 o seu efeito como
promotor de crescimento de bifidobactéria foi observado por Petuely (Tamura et
al., 1993).

Na ultima década, um inédito grupo de carboidratos foi introduzido na
alimentacdo, por causa de suas caracteristicas dietéticas. A lactulose esta
incluida neste grupo de “oligossacarideos ndo-digeriveis” ou NDO’s, os quais
obedecem a uma classificacao fisiologica juntamente com outros dois grupos, o
dos polissacarideos “ndo-amidos” e os chamados “amido-resistentes”, por nao
serem digeridos no intestino delgado humano. Estes NDO’s tém se mostrado
como inibidores do desenvolvimento de patégenos no intestino, pela ligacao das
bactérias patogénicas a superficie da mucosa (Voragen, 1998).

A importancia industrial da lactulose foi relatada primeiramente por
Adachi & Paton (1961), ao que indicarem seu uso na formulagdo de produtos
para criancas. Em virtude do efeito bifidos produzido no trato intestinal, e na
substituicdo da lactose e sacarose no leite em pod, é bastante soluvel e pode
melhorar as caracteristicas do produto.

A produgdo mundial estimada em 1995 foi de 20 mil toneladas, foi
considerada um produto que alcanga alto preco em alguns paises, principalmente
no Japdo ¢ EUA (Playne & Crittenden, 1996).

O xarope de lactulose ¢ utilizado na industria farmacéutica em que ¢
utilizado como laxante no tratamento de constipagdo cronica ¢ no tratamento da
encefalopatia, uma condicdo na qual o cérebro ¢ afetado por substincias
nitrogenadas produzidas no célon j& que inibe o crescimento de microrganismos

produtores de amonia no intestino (Tamura et al., 1993).
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A lactulose vem sendo utilizada como um auxiliar no tratamento de
constipacdo crénica, seus efeitos sdo manifestados por meio da ativacdo de
movimentos peristalticos intestinais, acidificacdo intestinal ¢ reacdo osmotica.
Com a acidifica¢do do contetido intestinal, ocorre aumento da pressdo osmotica,
que ocasiona refluxo de liquidos para o interior do coélon, responsavel pelo
amolecimento do bolo fecal e acelerag¢ao do transito intestinal (Mizota, 1996).

No tratamento de encefalopatia hepatica a lactulose tem alcangado alta
popularidade, diminuindo a concentragdo de amodnia no sangue e prevenindo o
seu desenvolvimento (Scholz-Ahrens et al., 2001). A degradacdao da lactulose
produz acidificagdo do meio intestinal e queda do pH, responsaveis pelo
desencadeamento de mecanismos que explicam a sua agdo benéfica na

constipacao intestinal e na encefalopatia porto-sistémica (Saron, 2003).

2.4.2 Obtencéo e importancia

A 4-0-B-D-galactopiranosil-D-frutose ou lactulose (C;,H»,0q;) € um
dissacarideo constituido de galactose e frutose. A lactulose (galactose-frutose) &
um dissacarideo sintético, que ndo ocorre naturalmente; € sintetizada mediante a
lactose (galactose-glicose) pela isomerizacao da glicose a frutose. (Zokaee et al.,
2002).

A tecnologia de produgdo da lactulose (4-O-B-D-galactopiranosil-D-
frutose) é baseada, principalmente, na reagdo de isomerizagdo da lactose em
meio alcalino, usando catalisadores como o acido borico, alcangando
rendimentos elevados, de 70-80% (Hicks et al., 1984). Este processo de
isomeriza¢do alcalina ¢ catalisado por grupos amino livres das caseinas e
dependentes da temperatura, tempo de exposi¢cdo ¢ pH do meio (De Block et al.,
1996). Entretanto, a dificuldade principal no processo de produgdo sdo a

separacdo e a purificacdo da lactulose (Dendene et al., 1994).

12



Zorakee et al. (2002) relataram que o rendimento de produgdo de
lactulose por ag@o do hidroxido de calcio ¢ muito baixo, além de diversos
compostos intermediarios formados. Esta técnica foi uma das pioneiras na
obten¢do que, apds os resultados alcangados passaram a usar hidroxido de sédio,
hidréxido de potassio, carbonato de sddio, 6xido de magnésio e reagentes
alcalinos organicos como as aminas terciarias. Posteriormente, usaram outros
grupos de reagentes, como aluminatos e boratos, conseguindo maior rendimento
industrial, porém a dificuldade estava na separacdo dos compostos boratos e
aluminatos no final do processo. Esta técnica permite aumentar o rendimento na
produgado da lactulose comercial.

A lactulose ¢ um pouco mais doce e mais soluvel que a lactose;
considera-se que estimula o crescimento de microrganismos probidticos,
benéficos para dietas infantis (Ordoiiez, 2005).

Nas industrias de alimentos, particularmente no setor de laticinios as
aplicagoes da lactulose tém sido estudadas pelo seu potencial como alternativa
para o aproveitamento de soro, oriundo de fabricagdes de queijos, na avaliagdo
de tratamentos térmicos severos em leite ¢ derivados lacteos e na formulacdo de
produtos com propriedades funcionais, dentre eles os simbidticos, que sdo
aqueles contendo microrganismos probioticos associados a uma ou mais

substancias prebioticas.

2.4.3 Caracterizacdo quimica

A lactulose € um dissacarideo sintético, composto de galactose e frutose,
observada em leites e produtos do leite que sofrem tratamento térmico, como um
produto secundario (Mizota, 1996). Pode ser caracterizada como um agucar
cristalino na forma alfa e higroscopico. Reduz a solu¢do de Fehling sob
aquecimento, ndo ¢ oxidada por agdo do hipoiodito ¢ produz por hidrélise com

acido sulfarico a 1% (100°C/8h), frutose e galactose (Adachi & Paton, 1961). A
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hidrolise da lactulose pode, também, ser feita por ac¢do da enzima -
galactosidase a 32°C. Nestas mesmas condigdes, tem-se 40% de quantidade
hidrolisada em relagédo a lactose (Andrews, 1986).

Mcintosh et al. (1996), ressaltam que a lactulose ¢ um agucar redutor,
com caracteristicas de um po cristalino branco, sabor levemente adocicado e
uma solubilidade em 4gua de 76,4% a 30°C e tem, aproximadamente, a metade
do poder adogante da sacarose (Modler et al., 1990). A Figura 1 representa a

molécula de lactulose.
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Figura 1 Representagdo esquematica da molécula de lactulose

A lactulose  (4-o0-B-D-galactopiranosil-D-frutose) pode  sofrer
transgalactosilacdo formando trissacarideos diferentes daqueles obtidos da
lactose. A lactulose possui um poder dulgor que se assemelha ao da sacarose
(Martins & Burkert, 2009).

Martinez-Villaluenga et al. (2008) obtiveram galactoolissacarideos
(GOS) considerando-se a transgalactosilacdo da lactulose, e as estruturas dos

trissacarideos principais sdo mostradas nas Figuras 2 e 3.
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FIGURA 2 Estruturas de trissacarideos obtidos da lactulose (Martinez-
Villaluenga et al., 2008).
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FIGURA 3 Trissacarideos com ligagdes tipo B-1,1 obtidos da lactulose
(Martinez-Villaluenga et al., 2008).

2.4.4 Lactulose e seu efeito prebidtico e bifidogénico
Como a lactulose é considerada um “carboidrato nao-digerivel” (NDO),

consequentemente, ¢ classificada como prebiodtico, portanto, ndo pode ser
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hidrolisada nem absorvida na parte superior do trato intestinal. E requerida por
afetar, beneficamente, o hospedeiro por sua capacidade seletiva, estimulando o
crescimento e/ou a atividade de um numero limitado de espécies bacterianas
resistentes no cdlon, seja reprimindo a colonizagdo, crescimento ou viruléncia de
patogenos (Voragen, 1998).

A lactulose pode ser util como prebidtico, por ndo ser absorvida no
intestino delgado e ser capaz de alcangar o colon, no qual estimula o crescimento
de bactérias probioticas, tais como Lactobacillus e Bifidobacterium (Saron,
2003). A utilizagdo de prebiodticos, como a lactulose e os frutooligossacarideos
tém acdo sinérgica, pois, estimula o crescimento das bactérias benéficas.
(Schumann, 2002).

Este dissacarideo ndo pode ser metabolizado por seres humanos ou por
animais, em fun¢do da falta de uma enzima intestinal capaz de quebrar a ligacao
da galactose-frutose. E metabolizada no célon preferivelmente por
bifidobactérias e pelos lactobacilos (Schumann, 2002), que promovem efeitos
desejaveis para a satde humana como o equilibrio da flora microbiana,
reduzindo a aménia e reduzindo o risco da carcinogénese (Scholz-Ahrens et al.,
2001).

A degradacdo da lactulose produz acidificagdo do meio intestinal e
queda do pH, responsaveis pelo desencadeamento de mecanismos que explicam
a sua acdo benéfica na constipacgdo intestinal e na encefalopatia porto-sistémica

(Saron, 2003).

2.4.5 Lactulose em leites submetidos a tratamentos térmicos

Recentemente muito dos esforgos devotados ao desenvolvimento dos
métodos para a determinagdo quantitativa da lactulose, foram dirigidos para
aplicagdes na area de laticinios. Certamente a lactulose que é formada, durante o

tratamento térmico do leite, foi proposta pela International Dairy Federation
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(IDF) e pela Comissdo Europeia (EC) como o indice analitico para distinguir o
leite (UHT) ultra alta temperatura, do leite esterilizado. Existem diversos
métodos analiticos para a deteccdo da lactulose baseada, principalmente na
cromatografia gasosa. O método oficial do IDF ¢é baseado na cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), também métodos espectrofotométricos e
enzimaticos (Amine et al., 2000).

Quando se aquece o leite, forma-se um isdmero da lactose, a lactulose,
ausente no leite cru. A ocorréncia da lactulose se d4 de forma ndo natural.
Segundo Modler et al. (1990), o leite cru ndo contém lactulose e ela esta
presente em pequena quantidade nos produtos lacteos que sofreram algum
tratamento térmico, caso dos leites condensado e evaporado, além de produtos
UHT e leite em po.

A lactulose no leite somente pode ser detectada quando o mesmo ¢
submetido a temperatura maior que 110 °C, a mesma ndo se forma em leite
aquecido abaixo de 90 °C, ao contrario da reagcdo de Maillard, que pode ser
iniciada mesmo a baixas temperaturas. O pré-aquecimento sofrido pelo leite
UHT ¢ responsavel por grande parte da lactulose formada, pois, trata-se de
aquecimento entre 80 °C e 100 °C por varios segundos. Quanto ao tempo de
estocagem do leite UHT, que varia normalmente entre 90 ¢ 180 dias, promove
intensidade da reagdo de Maillard & medida que se tem maior temperatura de
estocagem, mesmo se o produto estiver mantido sob refrigeragdo (4 °C), porém,
quanto a isomerizagdo, 0 mesmo nao se pode afirmar, uma vez que a lactulose so
tem seu teor aumentado acima de 35 °C na estocagem (Birlouez-Aragon et al.,
2002).

Segundo Walstra & Jennes (1984), existem algumas modificagdes
causadas no leite, quando este ¢ submetido a tratamentos térmicos, uma delas ¢ a
isomerizacdo da lactose, que sofre degradagdo parcial, formando lactulose e

acidos organicos.
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Comprovou-se que a concentragdo de lactulose aumenta de forma
diretamente proporcional a intensidade do tratamento aplicado. Em virtude de
numerosos estudos em colabora¢do entre diversos paises, decidiu-se que a
quantificagdo da lactulose por HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia)
seja utilizada como método oficial para diferenciar o leite UHT do esterilizado.
A Federacdo Internacional de Laticinios propds que o leite comercial com
menos de 600 mg/L de lactulose seja considerado UHT e, quando o valor for

maior, considera-se o leite como esterilizado hidrostaticamente (Ordoéiiez, 2005).

2.4.6 Lactulose na industria de alimentos

Na industria de alimentos, a lactulose pode ser adicionada em varios
tipos de produtos alimenticios. Suas propriedades nutritivas ndo sdo facilmente
afetadas pelas condigdes de processamento dos alimentos (Strohmaier, 1997;
Mcintosh et al., 1996).). O Quadro 1 mostra exemplos de alimentos em que a

lactulose pode ser adicionada

QUADRO 1 Lactulose como ingrediente alimentar

Substituto de agticar
Formulagdo de alimentos infantis
Confeitaria

Bebida suave

Produtos derivados do leite (iogurte e outros leites fermentados)
Adogante para diabéticos

Alimento para pessoas idosas
Fonte: Strohmaier (1997).
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Atualmente, a lactulose tem sido amplamente empregada,
principalmente, em paises europeus e no Japdo, como aditivo alimentar para
leites fermentados, pds-instantaneos, leite em po e sorvetes (Voragen, 1998).

A lactulose ¢ aplicada as formulas infantis comerciais e a varios
produtos de leite, porque promove, especificamente, a proliferacdo intestinal de
bactérias bifidas, que cria meio acido inibindo, assim, o crescimento das
bactérias indesejaveis (Kunz & Rodlof, 2006). No futuro, a lactulose,
consequentemente sera adicionada cada vez mais a alimentos como um

suplemento nutritivo pelo motivo de suas agdes preventivas.

2.5 Alimentos funcionais

Nos ultimos anos, a preocupagdo crescente com a saide e com a
qualidade de vida, levou as pessoas a se preocuparem em fazer exercicios
fisicos, ingerir alimentos saudaveis, diminuir o consumo de alimentos ricos em
agucar, sal e gordura. Além disso, houve um aumento na procura por alimentos
com alguma propriedade funcional. As mudancas nos habitos alimentares e no
estilo de vida sdo, principalmente, em fung@o da busca incessante por saude,
proporcionando melhor qualidade de vida e prevenindo o aparecimento de
determinadas doencas (Silva et al., 2007).

Os alimentos funcionais sdo alimentos que, consumidos em quantidades
normais, demonstraram ser benéficos, em uma ou mais fun¢des do organismo,
para além do efeito nutricional inerente. Devem contribuir de forma relevante
para a melhoria do estado de satde e de bem-estar, e/ou para a redugao do risco
de doenca.

Os alimentos funcionais fazem parte de uma nova concepgdao de
alimentos, lancada pelo Japao na década de 80, por intermédio de um programa
de governo que tinha como objetivo desenvolver alimentos saudaveis para uma

populagdo que envelhecia e apresentava uma grande expectativa de vida (Anjo,
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2004). O Japdo foi pioneiro na formulagdo do processo especifico de
regulamentacdo dos alimentos funcionais. Estes alimentos sfo similares na
aparéncia aos alimentos convencionais, usados como parte de uma dieta normal
e demonstraram beneficios fisiologicos e/ou reduziram o risco de doencas
cronicas, além de suas fungdes basicas nutricionais (Stringheta et al., 2007).

Os alimentos funcionais sdo consumidos em dietas convencionais, mas
demonstram capacidade de regular fungdes corporais de forma a auxiliar na
protecao contra doencas como hipertensdo, diabetes, cancer, osteoporose ¢
coronariopatias. Alimentos funcionais sdo todos os alimentos ou bebidas que,
consumidos na alimentagdo cotidiana, podem trazer beneficios fisiologicos
especificos, gracas a presenca de ingredientes fisiologicamente saudaveis
(Candido & Campos, 2005).

No Brasil, em 1999, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa), aprovou a regulamentagdo que trata das diretrizes basicas para
avaliagdo do risco e seguranga dos alimentos — Resolucdo n°17/99 (Anvisa,
1999b), dos procedimentos para registro de alimentos e/ou novos ingredientes —
Resolucdo n°16/99 (Anvisa, 1999b), das diretrizes basicas para analise e
comprovagdo de alegacdo de propriedade funcional e/ou de satide alegadas em
rotulagem de alimentos — Resolugdo n°18/99 (Anvisa, 1999d) e, Portaria 398/99
(Anvisa, 1999a), dos procedimentos para registro de alimentos com alegagdo de
propriedades funcionais e/ou de saide — Resolugdo n® 19/99 (Anvisa, 1999d).

A legislacdo brasileira ndo define alimento funcional (Anvisa, 1999a,
1999c, 1999d). Define alegacdo de propriedade funcional como aquela relativa
ao papel fisiologico no crescimento, desenvolvimento e fungdes normais do
organismo; alegacdo de propriedade de saude como aquela que afirma, sugere ou
implica a existéncia de relagdao entre o alimento ou ingrediente com doenga ou

condicao relacionada a saude.
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Neste contexto, a industria de laticinios destaca-se no langamento de
produtos com alegagdo de propriedades funcionais, de maior valor agregado ¢
que apresentam maior possibilidade de conquistar o consumidor, cada vez mais
exigente (Stringheta et al., 2007).

Dentre estes alimentos, os prebidticos e os probiodticos t€m recebido

grande destaque.

2.5.1 Probidticos
2.5.1.1 Conceito

O termo probiotico foi introduzido em 1965 para descrever “substancias
secretadas por um microrganismo, o qual estimula o crescimento do outro”
(Suskovic et al., 2001). Contudo, o termo probidtico foi redefinido por Fuller
(1989) como um “suplemento alimentar composto de células microbianas vivas,
as quais tém efeitos benéficos para o hospedeiro, por melhorar ou manter o
equilibrio microbiano no intestino”.

Segundo o Regulamento Técnico de Substancias Bioativas e Probioticos
Isolados com Alegagdo de Propriedades Funcionais e/ou de Saude, entendem-se
por probiodticos, os microrganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio
microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a saude do individuo
(Anvisa, 2002).

Os probidticos influenciam positivamente o organismo ¢ aumentam de
maneira significativa o valor nutritivo e terapéutico dos alimentos, em virtude do
equilibrio microbiano intestinal ¢ das fungdes fisioldgicas do trato intestinal
humano (Goldin, 1998; Shah, 2001).

Em diferentes regides do trato intestinal, estdo presentes grupos
especificos de microrganismos, como bactérias lacticas e bifidas, que modulam a
microbiota nestes espagos, principalmente, por seus produtos de metabolismo

(Ferreira & Teshima, 2000). Essa microbiota desejavel protege o hospedeiro

22



antagonizando o crescimento de microrganismos patogénicos, além de manter a
sua saude, impedindo a reabsor¢do de compostos aminados indesejaveis,
decompondo acidos biliares, biodisponibilizando minerais como calcio, ferro e
outros nutrientes, diminuindo a incidéncia de doengas coronarias, ajudando a
digestdo, proporcionado efeitos nutricionais, (Ouwehand, 1998). Por meio de
suas enzimas, favorece o metabolismo de algumas substincias como a lactose,
em individuos lactase nao persistentes (Salminen, 1999).

Estes microrganismos possuem a capacidade de manterem-se vivos no
produto fermentado e sobreviverem a passagem pelo trato gastrointestinal,
fixando-se no intestino e trazendo melhorias no balangco da microbiota de
individuos que consumam periodicamente esses produtos (Behrens et al., 2000).
Um microorganismo ¢ considerado probiotico, se o mesmo for habitante normal
do trato gastrointestinal, sobreviver a passagem pelo estdmago, mantiver a
viabilidade e atividade no intestino, promovendo efeitos profilaticos e
terapéuticos (Modler, 1994; O’Sullivan, 1996). Da mesma forma, alimentos
probidticos sdo definidos como alimentos que contém microrganismos, que
possuem efeito benéfico sobre a microflora intestinal ¢ sobre as fungdes
fisiologicas do trato intestinal humano (Thamer & Penna, 2005).

Os microrganismos probioticos devem ser suficientemente tolerantes ao
suco gastrico ¢ a bile, e resistentes as enzimas digestivas, a fim de sobreviver a
passagem pelo estomago e pelo intestino delgado superior em quantidade
adequada. Uma boa taxa de sobrevivéncia desses microrganismos fica entre 5-
50%. Os probidticos, quando instalados na mucosa intestinal, produzem
substancias que inibem o crescimento de bactérias indesejaveis, sem
comprometer a microbiota intestinal benéfica presente no ecossistema do
intestino e, dessa forma, auxilia no equilibrio microbiano intestinal (Antunes et

al., 2007).
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A utilizacdo de culturas bacterianas probidticas estimula a multiplicagio
de bactérias benéficas, em detrimento a proliferacdo de bactérias potencialmente
prejudiciais, reforgando os mecanismos naturais de defesa do hospedeiro
(Puupponen-Pimii et al., 2002).

Os beneficios a satde do hospedeiro, atribuidos a ingestdo de culturas
probioticas sdo: controle da microbiota intestinal, estabilizacdo da microbiota
intestinal, ap6s o uso de antibiodticos; promoc¢ao da resisténcia gastrintestinal a
colonizagdo por patdgenos; diminui¢do da concentragdo dos acidos acético e
latico, de bacteriocinas e outros compostos antimicrobianos; promog¢ao da
digestao da lactose em individuos intolerantes a lactose; estimulagdo do sistema
imune, alivio da constipagcdo e aumento da absor¢do de minerais e vitaminas”
(Saad, 2006).

Dentre os diversos géneros que integram o grupo de probidticos,
destacam-se o Bifidobacterium e o Lactobacillus. A sua utilizagdo como aditivo
em diversos produtos lacteos tem sofrido enormes progressos durante a ultima
década, na sequéncia de um conjunto diversificado de trabalhos cientificos
(Reuter, 1990).

O critério de sele¢do e avaliacdo dos microrganismos probidticos foi
resultado das pesquisas institucionais e de universidades com as industrias de
alimentos. Segundo Suskovic et al. (2001), as cepas de bactérias, para se
classificarem como probidticas, devem apresentar as seguintes propriedades:
serem habitantes normais das espécies alvo: origem humana para probidticos
humanos; nao serem toxicas e patogé€nicas; possuirem caracteristicas de
aderéncia e colonizagdo; caracteristicas desejaveis de viabilidade durante
preparagdo, estocagem e consumo da cultura; viabilidade populacional elevada,
apresentando em torno de 10° - 10® bactérias por grama de produto; antagonista

a patdgenos.
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TABELA 3 Exemplos de microrganismos comumente descritos como

possuidores de caracteristicas probidticas.

Lactobacillus Bifidobacterium Streptococcus
L. acidophillus B. longum S. thermophilus
L. casei B. bifidum

L. johnsonii B. lactis

L. fermentum B. breve

L. plantarum B. infantis

L. lactis

L. rhamnosus

L. gasseri

L. reuteri

L. salivarius

Fonte: Kopp-Hoolihan (2001).

2.5.1.2 Caracteristicas dos probi6ticos

Para atingir o intestino e garantir sua funcionalidade, as bactérias
probioticas devem possuir uma ou mais caracteristicas, como resisténcia ao suco
gastrico, a bile e as condigdes de processamento a que o alimento é submetido
entre outras. Os probiodticos devem sobreviver, em todas as etapas de elaboracao
e armazenagem do produto, por isso, a escolha do alimento no qual serdo
adicionados depende do teor de sal, do ph, da umidade, entre outros fatores que
podem influenciar sua efetividade.

O consumo de produtos, contendo Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium bifidum, tem a potencialidade de melhorar os movimentos
peristalticos do intestino. Aumenta a absor¢do de nutrientes, reduz ou
controlando infecgdes intestinais, ao bloquear os receptores dos patdgenos,
inativando os efeitos das enterotoxinas e favorecendo o desenvolvimento de

microrganismos resistentes a patdgenos, especialmente contra Escherichia coli

25



(Lee et al., 1999). Além disso, tem a capacidade de melhorar a digestdo da
lactose em pessoas classificadas como lactose-intolerantes, metabolizar alguns
tipos de farmacos, reduzir o nivel de colesterol e o risco de cancer de célon
(Gilliland, 1989).

Além dos beneficios, em termos de nutricdio e de satde que
proporcionam, as culturas probioticas podem, também, contribuir para melhorar
o sabor do produto final, possuindo a vantagem de promover acidificacdo
reduzida durante a armazenagem pos-processamento (Gomes & Malcata, 1999).

Os probidticos tém efeito em casos de diarréia, conseguindo normalizar
o trato gastrointestinal; além de efeito antiinflamatério; controle e normalizagao
de constipacdo; e efeito contra agentes mutagénicos, auxiliando na prevengdo de
alguns tipos de cancer e resisténcia a infec¢des por patogenos.

A influéncia benéfica dos probidticos sobre a microbiota intestinal
humana inclui fatores como efeitos antagénicos, competicdo e efeitos
imunologicos, resultando em um aumento da resisténcia contra patdogenos.
Assim, a utilizacdo de culturas bacterianas probidticas estimula a multiplicagdo
de bactérias benéficas, em detrimento a proliferacdo de bactérias potencialmente
prejudiciais, reforgando os mecanismos naturais de defesa do hospedeiro
(Puupponen-Pimii et al., 2002).

Um dos principais usos de probioticos pela espécie humana tem sido o
de adjunto dietético, para repor e/ou prevenir o desbalanceamento da microbiota
intestinal. As principais espécies que t€m sido empregadas para fins probidticos
sdo bactérias do género Lactobacillus como Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus. Cepas de Enterococcus e Bacillus
tém também sido utilizados na composi¢do de alguns probidticos, além de

Bifidobacterium. (Ferreira & Teshima, 2000).
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2.5.2 Prebioticos

Os prebidticos podem ser definidos como ingredientes fermentaveis,
porém, nao digeriveis, cujos efeitos beneficiam o hospedeiro por estimular o
crescimento seletivo e ativar o metabolismo de bactérias promotoras da saude no
trato intestinal, principalmente as bifidobactérias. A principal acdo dos
prebidticos ¢ estimular o crescimento e/ou ativagdo do metabolismo de muitos
grupos de bactérias benéficas no trato intestinal, atuando na associagdo com
probioticos (Palanca et al., 2006; Sgarbieri & Pacheco, 1999).

Para serem eficazes, os prebioticos devem escapar da digestdo na parte
superior do trato gastrointestinal e alcancar o co6lon, para que sejam utilizados
por um numero limitado de microrganismos que compreendem a microflora
relativa ao colon (Aider & Halleux, 2007).

Segundo Reig & Anesto (2002), para que uma substincia ou grupo de
substancias possa ser definido como prebidtica deve cumprir os seguintes
requisitos: ser de origem vegetal, formar parte de um conjunto heterogéneo de
moléculas complexas, ndo ser digerida pelas enzimas digestivas, ser
parcialmente fermentada pelas bactérias do colon e ser osmoticamente ativa.

As principais categorias de prebidticos, atualmente disponiveis ou em
desenvolvimento, incluem carboidratos, os quais possuem unidades
monossacaridicas de frutose, glicose e/ou xilose e estimulam principalmente o
crescimento de Dbifidobactérias, portanto, sdo referidos como fatores
bifidogénicos (Aider & Halleux, 2007).

Os prebioticos sao substancias ndo digeriveis pelo hospedeiro e t€m a
propriedade de ser fermentados de maneira seletiva, no célon, favorecendo o seu
bem-estar. Os probidticos e prebidticos t€ém , também, utilizados em outros
produtos, como bebidas lacteas ndo fermentadas (leite sweet), leites em po,
iogurtes congelados e queijos, com alegacdo de propriedades funcionais

(Stringheta et al., 2007).
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Para que um composto tenha agdo prebidtica, deve chegar ao coélon sem
se modificar e deve ser utilizado como substrato alimenticio que estimula a flora
bacteriana saprofita existente, obtendo-se efeitos benéficos para o hospedeiro
(Marquina & Santos, 2009). Os ingredientes dos alimentos com caracteristicas
prebidticas, geralmente, exibem algumas particularidades, tais como: limitada
hidrdlise e absor¢do no trato gastrointestinal superior, estimulacdo seletiva da
multiplicacdo das bactérias benéficas no coélon, potencial para reprimir
patogenos ¢ limitar viruléncia por processo, como a imunoestimulacdo e o
estimulo da microbiota benéfica, que promove a resisténcia & colonizagao por
patogenos (Urgell et al., 2005).

Adicionalmente, os prebioticos podem inibir a multiplicagdo de
patogenos, garantindo beneficios adicionais a saide do hospedeiro. Esses
componentes atuam mais freqiientemente no intestino grosso, embora possam,
ter também, algum impacto sobre os microrganismos do intestino delgado.

Os prebidticos possuem a fungdo de mudar a atividade e a composigao
da microbiota intestinal com a perspectiva de promover a saude do hospedeiro;
estimulam o crescimento dos grupos endogenos de populagcdo microbiana, tais
como as Bifidobactérias e os Lactobacillos, que sdo ditos como benéficos para a
saude humana (Blaut, 2002). Os prebidticos mais eficientes irfo reduzir a
atividade de organismos, potencialmente, patogénicos (Roberfroid, 2002).

Os prebidticos ndo somente proporcionam aumento potencial do nimero
de bactérias benéficas no intestino grosso de humanos, predominantemente, os
lactobacilos e as bifidobactérias, mas também aumentam sua atividade
metabolica, por meio do fornecimento de substrato fermentavel (Bielecka et al.,
2002).

Conforme descrito por Fooks et al. (1999), o critério para classificagao

dos prebidticos, como ingredientes alimentares, inclui:
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v Nio deve ser nem hidrolisado, nem absorvido, na parte superior
do trato gastrintestinal.

v" Fermentagéo seletiva por bactérias potencialmente benéficas no
colon, quer dizer, deve promover, seletivamente o crescimento
e/ou estimular a atividade metabolica de bactérias promotoras da
satide e ndo a de outras bactérias.

v Altera¢do na composi¢do da microflora do colon a favor de uma
composi¢cdo mais saudavel.

v Preferencialmente, induzir efeitos benéficos para a saude do
hospedeiro.

Prebidticos ja sdo amplamente comercializados no Japao e na Europa
como adogantes funcionais e sdo utilizados como ingredientes na producdo de
bebidas lacteas, balas, doces, chocolate, biscoitos, geleias, pudins e goma de

mascar (Ferreira & Teshima, 2000).

2.5.3 Simbioticos

A combinagdo de prebidticos e probioticos pode resultar em efeitos
sinérgicos. Um produto no qual se encontram prebidticos e probidticos €
denominado simbidtico. A interagdo entre o probidtico e o prebidtico in vivo
pode ser favorecida por uma adaptagdo do probiodtico ao substrato prebidtico
anterior ao consumo. Isto pode, em alguns casos, resultar em uma vantagem
competitiva para o probiotico, se ele for consumido juntamente com o prebidtico
(Mattila-Sandholm et al., 2002). Os simbidticos proporcionam a a¢do conjunta
de prebidticos e probidticos ¢ podem ser classificados como componentes
dietéticos funcionais que aumentam a sobrevivéncia dos probioticos, durante a
passagem pelo trato digestivo superior, pelo fato de seu substrato especifico

estar disponivel para fermentacao (Charalampopoulos et al., 2002).
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No desenvolvimento de simbidticos € necessaria a selecdo de linhagens
de microrganismos com melhor capacidade de utilizagdo de um determinado
prebidtico, para se obter um efeito sinérgico na implantacdo e proliferagdo das
bactérias desejaveis (Ferreira et al., 2000).

O consumo de probidticos e de prebioticos selecionados
apropriadamente, pode aumentar os efeitos benéficos de cada um deles, uma vez
que o estimulo de cepas probidticas conhecidas leva a escolha dos pares

simbidticos substrato-microrganismo ideais (Puupponen-Pimii et al., 2002).
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CAPITULO 2

CARACTERIZAGCAO DO SORO DE RICOTA E SUA UTILIZACAO
PARA OBTENCAO DE XAROPE DE LACTULOSE



1 RESUMO

O soro de leite ¢ o subproduto principal da industria de laticinios. Em
fungdo de seu elevado poder poluente ¢ da dificuldade de sua eliminacdo,
pesquisas tém sido desenvolvidas, buscando alternativas para o aproveitamento
dos componentes do soro, principalmente, a lactose. Presente no soro pode
sofrer uma reacdo de isomerizagdo em meio alcalino sendo convertida em
lactulose, utilizando o acido bérico como catalisador da reagdo. A lactulose é um
dissacarideo constituido de galactose e frutose, € um agucar sintético obtido da
lactose. A lactulose ¢ considerada um prebiotico, capaz de ser metabolizada no
intestino grosso por bactérias probidticas, como Lactobacillus ssp e
Bifidobacterium ssp. Este trabalho foi realizado com os objetivos de caracterizar
tanto o soro de ricota como o xarope de lactulose; obtido a partir deste soro;
descrever a reagdo de isomerizacdo da lactose em lactulose; purificagdo e
identificacdo da lactulose por cromatografia em camada delgada (CCD) e por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Com os resultados foi
verificado que, a concentracdo de lactose ¢ um dos fatores que influenciam no
rendimento do xarope de lactulose. Apds a purificagdo do xarope de lactulose,
em colunas cromatograficas, foi identificada com eficacia a presenca de
lactulose por cromatografia em camada delgada. Pela cromatografia liquida de
alta eficiéncia pode-se confirmar a sintese de lactulose e obter um rendimento da
reagdo, que foi de aproximadamente 58%.

Palavras-chave: soro de ricota, lactulose, cromatografia.
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2 ABSTRACT

Whey is the main by-product of the dairy product industry. Due to its
high pollutant capacity and elimination difficulty, research has been developed
seeking alternatives for the use of the whey components, mainly the lactose. The
lactose present in the whey can undergo an isomerization reaction in alkaline
medium, being converted into lactulose, using boric acid as a reaction catalyst.
The lactulose is a disaccharide made up of galactose and fructose, it is a
synthetic sugar obtained starting from lactose. The lactulose is considered a
prebiotic, capable of being metabolized in the large intestine by probiotic
bacteria, such as Lactobacillus ssp and Bifidobacterium ssp. This work was
conducted with the objective of characterizing the ricotta whey as well as the
lactulose syrup obtained from this whey; to describe the isomerization reaction
of the lactose into lactulose; purification and identification of the lactulose by
thin layer chromatography (TLC) and high performance liquid chromatography
(HPLC). The results indicated that the lactose concentration is one of the factors
that influence in the lactulose syrup yield. After the purification of the lactulose
syrup in chromatographic columns, the lactulose presence was identified with
efficiency by thin layer chromatography. The high performance liquid
chromatography confirmed the lactulose synthesis, and obtained a reaction yield,
which was approximately 58%.

Keywords: ricotta whey, lactulose, chromatography.
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3 INTRODUCAO

Com a expansdo do consumo mundial de leite, queijos e derivados nos
ultimos anos, a produgdo de soro, um dos principais subprodutos da industria de
laticinios, aumentou consideravelmente. Em funcdo de seu elevado valor
nutritivo da sua importancia comercial, diversos estudos tém sido realizados
para a separagdo e recuperagao de proteinas, lactose, vitaminas e sais minerais
presentes no soro (Carminatti, 2001).

O soro pode ter trés destinos principais. O primeiro ¢ o processamento
até produtos diversos, incluindo sorvetes, bebidas lacteas e alimentos infantis; o
segundo ¢ a utilizagdo diretamente na alimenta¢ao animal, e o terceiro destino €
0 seu tratamento para posterior despejo no esgoto, por causa de seu elevado
poder poluente (Brandao, 1994).

O soro do leite é rico em lactose, composta por glicose ¢ galactose,
estando o grupo aldeido da galactose unido ao grupo C-4 da glicose mediante
uma ligagdo B-1-4- glicosidica (Walstra et al., 2001). Apesar de ser o s6lido mais
abundante no soro, a lactose € pouco utilizada na induastria alimenticia em
virtude de seu baixo poder adogante e de sua baixa solubilidade. A lactose pode
ser isomerizada a lactulose, em meio alcalino, com auxilio de um catalisador.

A lactulose (galactose e frutose) ¢ um aglicar sintético que ndo ocorre
naturalmente e ¢ sintetizada, por meio da lactose por isomerizacdo da glicose a
frutose. Atualmente ¢ utilizada em produtos farmacéuticos, nutracéuticos e na
industria de alimentos pelos beneficios oferecidos a satide humana (Aider &
Halleux, 2007).

Diversos catalisadores foram utilizados, para a isomerizagao da lactose a
lactulose, como hidréxido de calcio, 6xido de magnésio, hidroxido de sédio,
hidréxido de potassio, carbonato de sodio e reagentes alcalinos organicos tais

como aminas terciarias. Estes reagentes promovem um baixo rendimento da
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reacdo (Lodigin, 1999). A lactose pode ser eficientemente convertida em
lactulose por tratamento com acido bdrico na presenca de aminas terciarias ou
hidroxido de sodio alcangando altos rendimentos (Hicks, 1984).

Recentemente muitas pesquisas tém sido desenvolvidas com o intuito de
desenvolver métodos quantitativos para a determinacdo da lactulose,
principalmente, na area de laticinios (Amine et al., 2000). A lactulose tem sido
proposta pela “International Dairy Federation” (IDF) e pela “European
Commission”, como o indice analitico, para distinguir o leite UAT ultra alta
temperatura, do leite esterilizado (Amine et al., 2000; Marconi et al., 2004).

Este capitulo foi elaborado com os objetivos de caracterizar o soro de
ricota e o xarope de lactulose, a obtengdo e a caracterizagdo do xarope de
lactulose por meio da composi¢do centesimal, andlises fisico-quimicas,
purificacdo e andlises cromatograficas, visando ao seu aproveitamento na

fabricacdo de produtos lacteos simbidticos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Soro de ricota

O soro de ricota foi obtido com o soro resultante do processamento do
queijo minas frescal. A fabricacdo da ricota foi efetuada na planta piloto do
laticinios localizada no Departamento de Ciéncia dos Alimentos da

Universidade Federal de Lavras-MG.

4.1.1 Obtencéo do soro de ricota

O soro, proveniente da fabricagdo de queijo Minas Frescal, foi obtido do
Laticinios Verde Campo, localizado na cidade de Lavras, MG. Apods a
precipitacdo do soro doce, proveniente da elaboracdo de queijo Minas Frescal,
foi obtido o soro de ricota, conforme a tecnologia de fabricagdo especificada por
Furtado & Lourengo Neto (1994).

Apds a coleta o soro, foi colocado em um tanque com aquecimento
indireto, onde, entdo, ocorreu a reducdo da acidez original (situada entre 11 g de
acido latico e 14 g de acido latico) para 8 g de acido latico, utilizando-se NaOH .
Logo ap6s, iniciou-se o aquecimento com temperatura aproximada de 85 °C,
para o inicio da acidificag¢do, seguindo-se a adicdo de 80 mL de acido latico
(85%) para cada 100 1 de soro. O aquecimento foi interrompido a,
aproximadamente, 92 °C, esperando o tempo necessario para que a massa
aflorasse a superficie do soro e procedeu- se a coleta utilizando dessoradores, ja
que, com o uso desta técnica, os flocos sdo mais finos. Com o soro obtido da
fabricacao da ricota foram retiradas trés amostras de cada um dos cinco lotes de
fabricagdo para caracterizacdo quimica e para posterior obtencdo do xarope de
lactulose. As amostras foram armazenadas em frascos de polietileno em
temperaturas de congelamento. O soro de ricota foi liofilizado para redugdo do

volume de &gua presente e consequente concentragdo do volume de solidos
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totais até atingir entre 20 e 30% (°Brix). As analises foram realizadas totalizando

cinco lotes diferentes.

4.2 Composicao centesimal do soro de ricota
Para a composi¢do centesimal, as amostras de soro de ricota foram
avaliadas quanto ao extrato seco total, umidade, cinzas e proteina total. Todas as

analises foram conduzidas em triplicata.

4.2.1 Extrato seco total
Foi determinado pelo método de secagem em estufa a 105 °C

(Association of Official Analytical Chemists - AOAC, 2005).

4.2.2 Umidade
Foi determinada pelo método gravimétrico, com emprego de calor,
baseando-se na perda de peso do material, submetido ao aquecimento de 105 °C,

até peso constante (AOAC, 2005).

4.2.3 Cinzas
Para determinag@o das cinzas, seguiu-se o método da AOAC (2005),
com carbonizagdo das amostras em chama direta e posterior calcinacdo em

mufla a 550 °C por 4 a 6 horas.

4.2.4 Proteina Total

Determinada pelo método Kjeldahl semi-micro, fundamenta-se na
digestdo acida da amostra em presenga de catalisadores, formagao de amonia,
destilagdo em meio basico e titulagdo com solugdo padrdo de acido cloridrico.

(AOAC, 2005). O fator utilizado foi de 6,38.
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4.2.5 Teor de lactose

A lactose foi dosada pelo método de Antrona que é um método
especifico para hexoses e consiste na hidrolise pelo acido sulfurico concentrado
que, quando aquecido com hexoses, sofre uma reagdo de condensagao, formando
um produto de coloragdo verde e lida no espectrofotometro a 620 nm (Dische,

1962).

4.3 Analises fisico-quimicas do soro de ricota
As amostras do soro de ricota foram analisadas quanto a gordura,
densidade, acidez tituldvel, pH e minerais. Todas as andlises foram conduzidas

em triplicata.

4.3.1 Teor de gordura
O teor de gordura foi determinado pelo método butirométrico de Gerber,
baseado na separacdo e quantificagdo da gordura por meio do tratamento da

amostra com acido sulfurico e alcool isoamilico (AOAC, 2005).

4.3.2 Densidade a 15°C
Foi realizada em termolactodensimetro de Quevene, segundo os
Meétodos Analiticos Oficiais para Controle de Produtos de Origem Animal e seus

Ingredientes (AOAC, 2005).

4.3.3 Acidez titulavel e &cido lactico

A acidez titulavel foi determinada por titulometria com solugdo de
NaOH 0,1N, utilizando como indicador a fenolftaleina e o resultado expresso em
gramas de acido latico ou porcentagem de compostos com carater acido, como

acido latico (AOAC, 2005).
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4.3.4 Valor de pH
Foram efetuadas medidas de pH em potenciometro devidamente
calibrado. O pH foi determinado, utilizando-se o potenciometro digital Micronal,

modelo 320, com eletrodo de vidro combinado (Instituto Adolfo Lutz, 1985).

4.4 Composicdo mineral do soro de ricota

Os minerais (sodio, calcio e fosforo) foram determinados por
espectrofotometria de absor¢do atdmica com chama em um espectrofotometro
Varian Thectron AAS, com exce¢do do fosforo que foi determinado em
espectrofotometro UV Visivel Varian Modelo DMS-100. O material (0,5g) foi
previamente digerido com 6 mL de solugdo nitroperclorica por cerca de 2 horas,
a 140 °C, os resultados foram expressos em porcentagens. Os procedimentos
para o preparo das amostras e quantificacio dos minerais foram realizados

segundo Malavolta et al. (1997).

4.5 Reacao de isomerizagdo da lactose

A lactose, presente no soro de ricota concentrado foi isomerizada a
lactulose por meio de uma reagao catalisada por borato de sodio, razdo molar de
1:1 (lactose/borato) em pH 11. O borato de sodio facilita a reacdo com o minino
de reagdes secundarias, resultando em um alto rendimento de lactulose, por
deslocar a reagdo no sentido do produto mediante a formacdo de um complexo
com a lactulose (Dendene et al., 1994; Zokaee et al., 2002; Saron, 2003).

Nesta reacdo, o pH foi elevado para 11, para que ocorresse a formagao
do borato de sédio. O sistema foi deixado sob agitagdo durante 3 horas, a
temperatura de 70 °C em banho-maria (Hicks et al., 1984). Segundo (Kozempel
et al., 1997; Zokaee et al., 2002), ap6s o resfriamento, o pH foi corrigido para 2,

para evitar reagdes indesejaveis que ocorrem em pH elevado e para favorecer a
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desestabilizagdo do complexo lactulose-borato, facilitando o processo de
separagdo posterior destes compostos.

As operagdes que foram realizadas, para a isomerizagao da lactose (soro
de ricota) para xarope de lactulose, foram baseadas no trabalho de Hicks et al.

(1984); Saron (2003) e adaptadas em funcdo do soro de ricota.
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Soro de queijo minas frescal

l Aquecimento (92 °C) +4cido latico

Soro de ricota

i Isomerizagdo acido borico 70°C/3h

Xarope de lactulose

l Resfriamento
Acidificagao (pH 2)

Lactulose + H;BO;

Separac¢do em cromatografia em
coluna

H;BO; I L—> Lactulose

FIGURA 1 Seqiiéncia de operagdes para a conversdo da lactose (soro de ricota)

em xarope de lactulose
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FIGURA 3 Xarope de lactulose
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4.6 Analises do xarope de lactulose

As analises do xarope de lactulose foram realizadas no laboratorio de
lacticinios, do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal
de Lavras, e as analises referentes a cromatografia liquida de alta eficiéncia
foram realizadas no laboratério de Fisiologia de Microrganismos do

Departamento de Biologia.

4.6.1 Determinacao de viscosidade

As medidas de viscosidade aparente foram feitas utilizando unidade de
medida de torque por intermédio de viscosimetro Brookfield marca RVT
(Brookfield Enginnering Laboratories, Inc. USA) a temperatura de 21°C. Foi
utilizada velocidade de 100 rpm, em razdo de um volume de 500 mL de amostra
em um béquer de 600 mL. Para o xarope de lactulose foram realizadas trés

repetigdes usando o spindle RV1.

4.6.2 Valor de pH
Foram efetuadas medidas de pH em potencidmetro devidamente
calibrado. O pH foi determinado, utilizando-se o potencidometro digital Micronal,

modelo 320, com eletrodo de vidro combinado (Instituto Adolfo Lutz, 1985).

4.6.3 Proteina
Determinada pelo método Kjeldahl semi-micro, fundamenta-se na
digestdo acida da amostra em presenga de catalisadores, formagdo de amonia,

destilagdo em meio basico e titulagdo com solugdo padrdo de acido cloridrico.

(AOAC, 2005). O fator utilizado foi de 6,38.
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4.6.4 Extrato seco total
Foi determinado pelo método de secagem em estufa a 105°C (AOAC,
2005).

4.6.5 Composicao mineral

Os minerais (Calcio, Fosforo, Magnésio, Sédio, Potassio e Ferro) foram
determinados por espectrofotometria de absor¢do atémica com chama em um
espectrofotometro Varian Thectron AAS5, com exce¢do do fosforo que foi
determinado em espectrofotometro UVVisivel Varian Modelo DMS-100. O
material (0,5g) foi previamente digerido com 6 mL de solugdo nitroperclorica
por cerca de 2 horas, a 140 °C, os resultados foram expressos em porcentagens.
Os procedimentos para o preparo das amostras e quantificagdo dos minerais

foram realizados segundo Malavolta et al. (1997).

4.7 Cromatografia em coluna

Com base no trabalho de Kozempel et al. (1997), para a remocao do
acido borico (catalisador) do produto da reacdo foi utilizado um sistema com
duas colunas cromatograficas dispostas em série. A primeira coluna foi
empacotada com uma resina de troca i6nica (Dowex/1X8/Sigma), com diametro
de 3 cm e altura de 30 cm. Na cromatografia de troca i6nica anions ou cations
ficam ligados covalentemente a fase estacionaria sélida, geralmente uma resina,
neste tipo de cromatografia. A retencdo esta baseada na atra¢do entre os ions do
soluto e os sitios carregados ligados a fase estacionaria. Geralmente a fase
estacionaria € uma resina, os ions do soluto sdo atraidos para a fase estacionaria
pela forga eletrostatica.

A segunda foi empacotada com uma resina de exclusdo molecular
(Toyopearl/TSK HW-40/Supelco), com didmetro de 2 cm e altura de 20 cm.

Esta técnica separa as moléculas pelo tamanho, com os maiores solutos passando

55



pela fase estacionaria com maior velocidade. Néo ha interagdes atrativas entre a

fase estacionaria e o soluto, e a fase movel liquida passa pelo gel poroso.

4.8 Cromatografia em camada delgada

A técnica consiste em aplicar uma camada fina do adsorvente finamente
pulverizado (geralmente silica ou 6xido de aluminio, as vezes adicionados de
material fluorescente & luz ultravioleta) sobre uma placa lisa e plana (vidro ou
aluminio). Alguns microlitros de solugdo da amostra a ser examinada sdo
aplicados proximos a uma das bordas da placa, e a mesma imersa alguns
milimetros em um eluente mantido em recipiente fechado. O eluente, por forga
da capilaridade, percorre a fase fixa em movimento ascendente, carreando
consigo os componentes da amostra. Os compostos ascendem a diferentes
alturas dependendo de suas estruturas moleculares.

Andrews (1996) cita a cromatografia de camada delgada, como
alternativa para a deteccdo de lactulose. A caracterizacdo das fra¢es obtidas,
por meio da separacdo em coluna foi feita com base na cromatografia de camada
delgada (CCD). Nesta técnica, utilizou-se silica gel 60 F,s4,25 (Merck) como fase
estacionaria, suportada em aluminio e fase movel constituida de agua destilada
(45 mL), acetato de etila (10 mL) e isopropanol (55 mL).

Foram utilizados como reveladores difenilamina (0,5 g), anilina (1 mL),
acido ortofosforico (5 mL) que foram diluidos em 50 mL de acetona (Walkley &
Tilman, 1977). As placas de CCD foram reveladas em estufa entre 100 — 105 °C,
até o aparecimento de manchas caracteristicas, que foram melhor visualizadas

em camara com luz ultravioleta, com base no trabalho de Saron (2003).

4.9 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
Segundo Saron (2003) as amostras de xarope de lactulose foram

analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em um
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cromatografo Shimadzu, modelo LC-10Ai (Shimadzu Corp. Japao) com detector
de indice de refragdo (RID — 10* SPD-10Ai), usando uma coluna Spherisorb
Waters (NH, 5 um, 150 mm de comprimento x 4,6 mm de didmetro) e pré-
coluna Spherisorb Waters (NH, 5 um 10 mm de comprimento x 4,6mm de
didmetro). As condi¢des de operagdo foram: temperatura ambiente (26 — 28°C),
utilizado um volume de injecdo de 20 pm. A fase movel consistiu de uma
mistura de agua e acetonitrila na proporgdo de 20/80 (v/v), e eluida em um fluxo

de 0,5 mL/min. As amostras foram avaliadas em triplicata.

4.10 Anélise colorimétrica

Foram realizadas analises de cor para as amostras de soro de ricota e
para o xarope de lactulose. As leituras foram efetuadas em triplicata, utilizando
25 mL de amostra em placas de petri a 0,4 cm de distancia entre a base do
colorimetro e a superficie da amostra. Os valores L*, a* e b* foram
determinados, em colorimetro Minolta CR 400, trabalhando com Dgs (Iuz do dia)
e utilizando-se os padrdes CIElab, em que

L* = mede a luminosidade e varia de 100 (cem) para superficies
perfeitamente brancas até 0 (zero) para o preto;

a* = mede a intensidade de vermelho (+), ¢ verde (-);

b* = mede a intensidade de amarelo (+), e azul (-);

Os dados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA), seguida
de teste de Tukey, a 5% de significancia, para identificar as diferengas em casos
significativos. As analises de variancia e o teste de médias foram realizados no

software Sisvar (Ferreira, 2003).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Composicéo centesimal e analises fisico-quimicas do soro de ricota
A Tabela 1 apresenta os resultados das médias e os desvios padrdes das
determinagdes analiticas para a composicdo centesimal efetuadas no soro de

ricota.

TABELA 1 Composi¢ao centesimal das amostras de soro de ricota utilizadas em

cada ensaio do planejamento do experimento

Composicao centesimal do soro de ricota

Meédias das repeticdes Desvio Padréo
Umidade (%0) 93,38 +0,11
Cinzas (%) 0,67 +0,04
Proteina (%) 0,67 +0,02
Extrato Seco (%0) 6,67 +0,05

O soro de leite pode ser utilizado para fabricagdo de bebidas,
sobremesas, bem como ricota, porém, ainda, resta seu subproduto, soro com alta
concentracao de lactose. Um dos fatores que influenciam para que um xarope de
lactulose alcance maiores rendimentos sdo a maior incidéncia e o maior teor de
lactose encontrado no soro, ja que esta influencia diretamente no produto final. E
esperado que um soro de ricota com maior teor de lactose resulte em um xarope
com maior rendimento de lactulose.

Perrone (2006), trabalhando com soro de leite, oriundo da fabricagdo de
queijos estudou a sua composicao fisico-quimica e observou valores na ordem
de 6,61%; 0,73% de extrato seco e de proteina, respectivamente. De acordo com

Serpa (2005), os valores para umidade e extrato seco sdo de 93,70% e 6,30%,
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respectivamente. Linden & Lorient (1996) ¢ Farro & Vioto (2003), em seus
estudos com soro de leite proveniente da fabricacdo de queijo prato e minas
frescal, apresentaram uma composi¢ao de 93 a 94,1% de umidade; 5,9 a 7,0% de
extrato seco, 0,86 a 0,99% de proteinas.

Harper & Seiberling (1976) apresentaram valores para soro acido entre
94 - 95% de umidade; 5 — 6 de extrato seco total e proteina de 0,6 — 1 %. Maus
et al. (2007) estudaram a composi¢ao fisico-quimica do soro de leite e
encontraram valores de 5,76% para extrato seco; 0,78% para proteinas ¢ 0,61%
para cinzas. Os resultados destes estudos apresentaram similaridade, ressaltando
poucas diferencas nas variagcdes dos resultados para a composicao centesimal do
soro de leite.

No presente estudo, os valores de umidade determinados nos cinco
ensaios experimentais variaram entre 93,25 a 93,56%, extrato seco entre 6,62 a
6,75%, proteinas entre 0,65 a 0,70% e cinzas 0,62 a 0,71%, estando estes valores
proximos aos citados na literatura.

Na Tabela 2 ¢é possivel verificar os valores de gordura, pH, densidade,

lactose e acidez titulavel (gramas de acido latico) para o soro de ricota.
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TABELA 2 Avaliagdo fisico-quimica das amostras de soro de ricota utilizadas

em cada ensaio do planejamento do experimento

Analises fisico-quimicas do soro de ricota

Meédias das repeticdes Desvio Padréo

Gordura (%) 0,5 +0
pH 6,67 +0,15
Densidade 1,027 +0,003
Lactose (%) 4,83 +0,03
Acidez (g de acido latico) 0,08 +0

Maus et al. (2007) observaram valores de 6,17 para pH, 0,09% de acido
latico e 4,75% de lactose, em suas pesquisas com soro de leite do processamento
do queijo prato. Teixeira & Fonseca (2008), estudando o perfil fisico-quimico de
soro de queijo minas padrao, apresentaram resultados de 6,3; 12,49; 4,12; 0,68
para pH, acidez, lactose e gordura, respectivamente. Perrone (2006) encontrou
valores para lactose de 5,11% e 0,6% de gordura. Serpa (2005) observou
resultados de lactose ¢ densidade de 4,99 e 1,027, respectivamente. Harper &
Seiberling (1976), apresentaram valores para acidez de 0,7 a 0,8 para soro acido.
De acordo com Carvalho et al. (2007), no Brasil, a produgdo de soro ¢
constituida quase que exclusivamente de soro doce, provindo da fabricagdo de
queijos por coagulagdo enzimatica (mussarela, prato, minas frescal, meia-cura e
outros), que sao os mais comercializados no pais. Ja o soro acido ¢ originario da
manufatura de queijos de coagulagdo acida, de consumo mais reduzido (ricota e
requeijao), ressaltando, assim, variagdes fisico-quimicas encontradas no soro de
queijo.

Os resultados obtidos no presente trabalho para soro de ricota foram de

0,5 % para gordura, 6,67 para pH, 4,83% de lactose, 0,08 de acido latico, e
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densidade de 1,027, ressaltando que o soro de ricota € um soro acido,

apresentando valores de acido latico similares ao apresentado por estes autores.
5.2 Determinacdo de minerais do soro de ricota e do xarope de lactulose
A Tabela 3 apresenta os resultados das analises de minerais e

respectivos desvios padrdes encontrados no soro de ricota deste estudo.

TABELA 3 Composi¢do média e desvio padrao de minerais do soro de ricota.

Minerais (mg/100g)

Fosforo 36,3+0,2
Calcio 25+0,1
Sédio 38+0,1

Saron (2003) encontrou valores para fosforo, calcio e sodio de 38,2; 28,3
e 41,0, respectivamente, em seus estudos com permeado de soro de leite. Os
resultados s3o similares aos encontrados no presente trabalho.

Na Tabela 4 apresentam-se os resultados para os seguintes minerais:

potassio, fosforo, calcio, ferro e sodio e seus respectivos desvios padrdes.

Minerais (mg/100g)
Potassio 31+0,04
Foésforo 55+0,2

Calcio 93+0,09
Ferro 0,15+0,04
Sodio 92+0,2
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Os resultados para composicdo mineral do xarope de lactulose
encontrados no presente trabalho foram 31mg de potassio, 55mg de fosforo,

93mg calcio, 0,15mg de ferro e 92mg de sddio.

5.3 Analises fisicas e quimicas do xarope de lactulose

Os resultados de umidade, pH, cinzas, proteinas, extrato seco e

densidade se encontram na Tabela 5.

TABELA 5 Avaliagdo fisica e quimica das amostras de xarope de lactulose

utilizadas em cada ensaio do planejamento do experimento

Analises do Xarope de Lactulose

Desvio Padréao Média

Umidade (%0) +0,4 71,82
pH +0,2 10,31
Cinzas (%) +0,06 3,17
Proteina (%) +0,05 1,28
Extrato Seco (%0) +0,4 28,18
Densidade +0 1,096

As média apresentadas para as analises do xarope de lactulose foram de
71,82% de umidade; pH 10,31; cinzas 3,17%; proteina 1,28%; extrato seco
28,18% e densidade 1,096.

5.4 Determinacéo da viscosidade do xarope de lactulose
A viscosidade de um produto é definida como a resisténcia que o liquido
oferece a certa forca aplicada e dependente de varios aspectos do processo, tipo

de substrato e tratamento térmico a ele aplicado (Hashimoto & Antunes, 1995).
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A viscosidade aparente encontrada ¢ o desvio padrdo para o xarope de
lactulose foi de 24+0,4 centipoise (mPa.s).

Kozempel (1996), avaliando a viscosidade de diferentes solugdes de
lactulose observou que a medida que se aumentava a concentragdo destas
solugdes aumentava a viscosidade.

No trabalho de Kozempel (1996), a viscosidade mais elevada pode ser
explicada pela maior presenga de lactulose, o que contribui para o aumento de

solidos totais no produto.

5.5 Separacgdo em coluna cromatogréfica e identificacdo por cromatografia
em camada delgada

Segundo Saron (2003), para a separacdo do complexo em coluna
cromatografica, foi necessaria a liofilizacgdo do material da reacdo de
isomerizacao.

Entre os métodos de analises as técnicas cromatograficas ocupam um
lugar de destaque na quimica e bioquimica em razio da eficiéncia e facilidade na
separagdo, identificag@o e quantificacdo das espécies quimicas presentes em uma
amostra, mesmo que constituida de misturas complexas.

Na cromatografia de troca i0nica anions ou cations ficam ligados
covalentemente a fase estacionaria solida, geralmente uma resina, neste tipo de
cromatografia. Os ions de carga oposta do soluto sdo atraidos para a fase
estacionaria pela forga eletrostatica. A fase movel é um liquido (Harris, 2001).

Na separagdo cromatografica em série, a resina Dowex interage,
preferencialmente, com o borato, desfazendo o complexo com a lactulose e
permitindo uma separagdo prévia dos dois componentes.

Na segunda coluna Toyopearl, as moléculas mais volumosas como a
lactulose eluem preferencialmente, garantindo a separagdo dos compostos.

Também chamada de cromatografia de filtracdo de gel ou de permeacgdo de gel,

63



esta técnica separa as moléculas pelo tamanho, com os maiores solutos passando
por ela com maior velocidade. Ao contrario de outros tipos de cromatografia,
ndo ha interagdes atrativas entre a “fase estacionaria” e o soluto no caso real da
exclusdo molecular. Mais exatamente, a fase movel liquida ou gasosa passa pelo
gel poroso (Harris, 2001).

As amostras obtidas, por meio da separagdo em coluna cromatografica,
foram identificadas quanto & presenca ou auséncia de lactulose em placas de
cromatografia em camada delgada. Por causa de conveniéncia e rapidez, usou-se
a técnica de CCD para: estabelecer se dois compostos sdo idénticos, verificar a
pureza de um composto, determinar o nimero de componentes em uma mistura,
determinar o solvente apropriado para separagdo em uma coluna cromatografica,
monitorar a separagdo de uma mistura em uma coluna cromatografica ou
acompanhar o progresso de uma reagao.

Observa-se na Figura 4 uma placa de CCD em que foram aplicadas
diferentes concentragdes de padrio de lactulose (grau cromatografico) e
também, amostras obtidas da elui¢do da coluna cromatografica.

Saron (2003) identificou fragdes de lactulose, obtidas da separagdo em
coluna cromatografica em placas de CCD e encontrou presenga de lactulose nas

fracoes.
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P, P, P; Py 1 2 3 4

FIGURA 4 Identificagdo das fragdes de lactulose em placas de CCD. Py, P»; Ps.
P, — padrio de lactulose; 1, 2, 3, 4 — presenca de lactulose nas

fragoes.

5.6 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida é importante, porque a maioria dos compostos
ndo ¢ suficientemente volatil para a cromatografia gasosa. Os compostos da
amostra sdo arrastados por meio de uma fase movel liquida que elui em uma fase
estaciondria solida. O sistema utiliza uma pressao alta para forgar a passagem do
solvente pelas colunas contendo particulas muito finas que proporcionam
separagOes muito eficientes (Harris, 2001).

As amostras do xarope de lactulose foram analisadas por cromatografia

liquida de alta eficiéncia, com o objetivo de confirmar a sintese de lactulose por
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meio da reag¢do de isomerizacdo de lactose em lactulose e calcular o rendimento
da reacdo de isomerizacgdo.

A sintese da lactulose foi confirmada, comparando-se o cromatograma
da mistura de padrdes de lactose e lactulose, com o cromatograma da amostra.
As Figuras 5 e 6 representam o cromatograma do padrao de lactulose ¢ da

mistura dos padroes e lactose e lactulose.
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FIGURA 5 Cromatograma do padrao de lactulose

A lactulose ¢é caracterizada por apresentar um tempo de retengdo de
aproximadamente 18 minutos. Saron (2003) trabalhando com aproveitamento do
permeado de soro por meio da transformagao da lactulose, encontrou valores
similares ao presente trabalho, 18 minutos de tempo de retencdo do padrido de

lactulose.
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FIGURA 6 Cromatograma da mistura dos padrdes de lactulose e lactose
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FIGURA 7 Cromatograma da amostra do xarope contendo lactose e lactulose

Observa-se, pela Figura 7, que o pico de lactulose em torno de 19
minutos ¢ mais intenso do que o de lactose em torno de 20 minutos. Desse
modo, pode-se concluir que a quantidade de lactulose é maior, apesar da
absorgdo destes compostos serem muito proximas.

Segundo Saron (2003) com os dados obtidos desta amostra ¢ possivel

calcular o rendimento da reagdo de isomerizacdo, utilizando-se uma amostra que
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continha fragdes de lactose e lactulose. Considerando-se a curva padrdo desses
agucares, obteve-se o teor total de actcar da amostra, e o rendimento da reacdo
foi calculado pela da Equagdo 1. O rendimento da reacdo de isomerizagdo de
Saron (2003) foi em torno de 70%, no presente trabalho foi obtido um

rendimento de 58%.

Equacdo 1 : Rendimento da reacdo = % de lactulose x 100
% total de agucar

5.7 Analise colorimétrica

Observam-se na Tabela 6, os resultados referentes a analise de variancia

para soro de ricota e xarope de lactulose.

TABELA 6 Cor do soro de ricota e xarope de lactulose.

Tratamentos L* a* b*
Soro de ricota * 49,6 a -0,99b -397b
Xarope de lactulose 22270 498 a 4,46 a

Médias nas colunas seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, a 5% de
significancia, pelo teste de Tukey.
*soro de ricota concentrado

Nota-se, por meio da Tabela 6, que houve diferenca significativa entre o
soro de ricota e o xarope de lactulose a 5% de significancia. A cor do xarope de
lactulose apresentou-se com uma cor mais intensa de vermelho (maior valor de
a*) e com cor mais intensa de amarelo (maior valor de b*).

A Figura 9 representa o diagrama de cores utilizado pelo colorimetro
Minolta. Com os dados da Tabela 6 pode-se localizar a coloragdo do soro

concentrado e do xarope de lactulose na Figura 9.
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L* (claro)

b
)

amarelo

L* (escuro)

onde: L* (luminosidade); a* (eixo vermelho — verde); b* (eixo amarelo — azul); AE (variagao da cor).

FIGURA 9 Diagrama de cores para analise de colorimetria

Fonte: Serpa (2005).

Os valores de a* para o soro de ricota foram negativos em direcdo ao
verde e apresentaram resultados similares ao estudo de Serpa (2005) que
encontrou valores para a* de (-1,68 a 0,59) e valores de b* (-1,73 a 0,15) uma
reducdo média na saturacdo do amarelo, provavelmente, em fungdo do aumento
da concentragdo. Serpa (2005), também, ressalta que, quando as amostras foram
submetidas a determinagdo de cor do soro ¢ a dos concentrados, ndo foi possivel
correlacionar esta diferenca de cor com a concentracdo de lactose.

O xarope de lactulose apresentou menor valor de L* o que pode ser
atribuido ao fato de que o xarope possui uma cor mais intensa quando
comparado a cor do soro concentrado. A diminui¢do da luminosidade do xarope
de lactulose, provavelmente, foi em decorréncia do maior tempo de
concentragdo, uma vez que 0 xarope permaneceu em banho-maria durante um

periodo 3 horas. O soro de ricota concentrado, por sua vez, apresentou maiores
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valores de L*; com tendéncia a ser mais claro, uma vez que o parametro L*
indica a luminosidade (valor zero cor preta e valor 100 cor branca) e

consequentemente maior reflexdo de luz.
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6 CONCLUSOES

A concentragdo de lactose presente no soro de ricota é um dos fatores
que influenciam no rendimento do xarope de lactulose e um dos efeitos positivos
¢ o fato do controle da concentra¢do durante a liofilizagao.

A cromatografia de troca idnica ¢ a de exclusdo molecular mostraram
eficiéncia no processo de separagdo do catalisador da reagdo; acido borico; além
de purificar a lactulose. A cromatografia em camada delgada permitiu a
identificagdo das fragdes de lactulose.

A sintese da lactulose foi confirmada por meio da cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE); foi possivel calcular o rendimento da reagdo de
isomerizacdo com base da curva padrao dos acucares (amostra com fragdes de

lactose e lactulose), o rendimento ficou em torno de 58%.
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CAPITULO 3

INFLUENCIA DO XAROPE DE LACTULOSE NAS
CARACTERISTICAS SENSORIAIS DE IOGURTE E QUEIJO QUARK



1 RESUMO

A andlise sensorial ¢ um campo muito importante na industria de
alimentos, pois contribui para inimeras atividades, como desenvolvimento de
novos produtos, aspectos analiticos e sensoriais. Este estudo objetivou verificar a
aceitacdo através de testes sensoriais de diferentes formulagoes de iogurte e
queijo quark; ambos os produtos foram adicionados de lactulose, caracterizando-
se prebidticos e para fins especiais, como alternativa para uma alimentacdo mais
saudavel. A partir desta proposta foram elaborados um iogurte e um queijo
quark adicionados de lactulose e fermentados por microrganismos probioticos. A
associacao de prebioticos (lactulose) com probidticos caracteriza os produtos
como simbioticos. Para tanto, foram realizados cinco ensaios, incluindo
concentragdes diferentes de lactulose. Os resultados foram analisados por meio
das respostas sensoriais dos consumidores, obtidas pelo teste de aceitacdo,
utilizando analise de variancia, teste de médias e histogramas de freqiiéncia.
Para o iogurte pode-se perceber que apenas o atributo aparéncia houve diferenga
significativa entre os tratamentos (p < 0,05) 1 e 3; para o queijo quark ndo houve
diferenca significativa (p < 0,05) entre os cinco tratamentos. Com base nos
resultados obtidos, pode-se concluir que os objetivos propostos foram atingidos,
houve grande aceitabilidade dos produtos com adi¢cdo de lactulose, podendo
classifica-los como produtos para fins especiais como sendo funcional.
Observou-se a importancia do conhecimento das caracteristicas da lactulose;
respeitando a quantidade maxima permitida pela legislagao.

Palavras-chave : teste de aceitacdo, lactulose, simbidticos.
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2 ABSTRACT

Sensorial analysis is a very important field in the food industry because
it contributes to countless activities, such as new product development and
analytical and sensorial aspects. This study aimed to verify the acceptance of
different yogurt formulations and quark cheese through sensorial tests; both
products were added with lactulose, characterizing them as prebiotic and special
porpose, as an alternative for a healthier alimentation. Starting from this
proposal a yogurt and a quark cheese added with lactulose were elaborated and
fermented by probiotic microorganisms. The prebiotic association (lactulose)
with probiotics characterizes the products as symbiotic. For such, five assays
were conducted, including different concentrations of lactulose. The results were
analyzed through the consumer sensorial responses, obtained by the acceptance
test, using variance analysis, test of averages and frequency histograms. For the
yogurt, it can be noticed that only the attribute, appearance, had significant
difference among the treatments (p < 0.05) 1 and 3; for the quark cheese, there
was no significant difference (p < 0.05) among the five treatments. Based on the
obtained results, it can be concluded that the proposed objectives were reached,
there was high acceptability of the products with lactulose addition, being able
to classify them as being functional special purpose products. Knowledge of the
importance of the lactulose characteristics was observed; respecting the
maximum amount allowed by the legislation.

Keywords: acceptance test, lactulose, symbiotic
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3 INTRODUCAO

O apelo por produtos com caracteristicas de qualidade que aportem
ganhos fisiologicos aos consumidores, além das exigidas vantagens nutricionais,
¢ a nova fronteira de expansdo no mercado de alimentos processados. A
crescente demanda por alimentos funcionais tem impulsionado o mercado de
produtos lacteos no Brasil, em especial no que diz respeito a leites fermentados
(Martins & Burkert, 2009).

A industria de laticinios esta entre as que apresentam maior crescimento
na disponibilizagdo de produtos com alegagdes de propriedades funcionais, em
especial nos segmentos de iogurtes ¢ outros leites fermentados, que utilizam
microrganismos probioticos e substancias prebioticas.

Para Lifran et al. (2000) lactulose e outros oligossacarideos podem ser
uteis como prebidticos, pelo motivo de ndo serem absorvidos pelo intestino
delgado e alcangarem o coélon, onde estimulam o crescimento de bactérias
probioticas, tais como Lactobacillus ssp. e Bifidobacterium ssp.

A lactulose ¢ um agticar que ndo pode ser metabolizado por humanos ou
animais, devido a auséncia da atividade enzimatica no intestino capaz de romper
as ligacoes galactose-frutose. Por este motivo, a lactulose migra para o intestino
grosso, onde ¢ utilizada preferencialmente pelas bifidobactérias, que promovem
uma série de efeitos desejaveis (Modler et al., 1990).

Os prebidticos podem ser definidos como substancias ndo digeriveis que
oferecem um efeito fisiologico benéfico ao hospedeiro, estimulando
seletivamente o crescimento favoravel ou a atividade de um numero limitado de
bactérias desejaveis. Os probidticos sdo microorganismos vivos que, quando
administrados em quantidades apropriadas, conferem beneficio a saude do

hospedeiro; a incorporagdo destes microrganismos em produtos lacteos pode
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resultar em um extraordinario valor terapéutico. A associagdo destes
ingredientes da origem a um produto simbidtico que pode aumentar as chances
de crescimento e colonizacdo das bactérias probidticas no organismo humano.

Os métodos disponiveis para analise de qualidade em produtos lacteos
envolvem testes quimicos, fisicos, microbiologicos e sensoriais. A melhoria da
qualidade sensorial dos produtos deve ser uma meta da industria, pois contribui
para assegurar aceitacdo e lideranga do produto no mercado (Ferreira, 2009).

Entre os testes sensoriais disponiveis para medir a aceitacdo e
preferéncia dos consumidores com relacdo a um ou mais produtos, a escala
hedonica, a escala de atitude e a do ideal sdo as mais utilizadas. Para analise dos
dados, pode-se trabalhar com porcentagens de julgadores que responderam para
cada categoria especifica de cada atributo avaliado (Minim, 2006).

A escala hedonica estruturada de nove pontos, € provavelmente o
método afetivo mais utilizado, devido a confiabilidade e a validade de seus
resultados, bem como sua simplicidade em ser utilizada pelos provadores (Stone
& Sidel, 1993).

O numero de novos produtos lacteos esta, em todo o mundo, crescendo a
uma taxa muito superior a de qualquer outra categoria de alimentos. Isto porque
os derivados de leite se inserem perfeitamente na atual tendéncia de valorizagdo
da satde.

Neste estudo objetivou-se verificar a aceitacdo de formulagdes de
iogurte ¢ queijo quark adicionados de lactulose e culturas probiodticas por meio
das respostas sensoriais dos consumidores, obtidas por teste de aceitacao,

utilizando analise de variancia, teste de media e histogramas de freqiiéncia.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Utilizacéo da lactulose na elaboracéo de iogurte

4.1.1 Delineamento experimental
Foi avaliada a influéncia da porcentagem de lactulose sobre a qualidade
sensorial do iogurte. (Tabela 1). Os niveis avaliados foram: 0,0%; 0,2%; 0,4%;

0,6%; 0,8% de lactulose conforme a Tabela 1.

TABELA 1 Fator e niveis estudados

Fator Niveis (g/100mL)
0,0,
0,2;
Lactulose” 0,4;
0,6;
0,8.

* . , . .o . . r s .
A quantidade maxima de lactulose a ser adicionada em produtos alimenticios €

de 3g/100mL. (Anvisa, 1999).

4.1.2 Processo de fabricacao do iogurte

O processamento do iogurte foi desenvolvido experimentalmente na
planta piloto de laticinios do Departamento de Ciéncias dos Alimentos da
Universidade Federal de Lavras.

Para obtengdo do iogurte foram utilizadas as seguintes culturas laticas:

¢ Cultura Tradicional termofilica: fermento lactico Sacco®, que ¢ uma
cultura tradicional de iogurte composta por duas cepas de bactérias laticas
superconcentradas — Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus e Streptococcus

thermophilus - Campinas — SP.
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* Cultura Probiotica: fermento lacteo probidtico constituido de culturas
selecionadas e superconcentradas de Lactobacillus acidophilus SAB 440A,
Lactobacillus paracasei ssp paracasei BGP 93 e Bifidobacterium longum BLC 1
denominados neste trabalho como 440A,, BGP 93 ¢ BLC 1 respectivamente,
todos fornecidos pela Sacco ® - Campinas — SP.

O iogurte foi elaborado seguindo metodologia tradicional descrita por
Rodrigues (1998), de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 2, onde
foram adicionadas diferentes concentragdes de xarope de lactulose (0,0%, 0,2%,
0,4%, 0,6% e 0,8%), totalizando cinco tratamentos. A diferenca entre as
amostras de iogurte se limitou a propor¢ao de lactulose. A Figura 1 ilustra o

fluxograma de processamento do produto.

Leite
l

Padronizagéao do leite 3% de gordura

!

Pasteurizacao
83°C/30min

l

Ajuste da temperatura 45°C

Adic&o de lactulose nas
proporcdes de (0,0%, 0,2%,
0,4%, 0,6% e 0,8%)

lactulose

Incubacgéo até pH = 4,6
Homogeneizacéo

y

Adicéo de polpa

Adicdo das culturas lacticas e da /

Adicéo das culturas lacticas
tradicionais e probiéticas

[ Produto final

FIGURA 1 Fluxograma de produgdo do iogurte.
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Para a elaboracdo do iogurte adicionou-se para cada litro de leite
padronizado (3% de gordura), 10% de agucar refinado e 2% de leite em p6. Em
seguida os ingredientes foram homogeneizados ¢ submetidos ao processo de
pasteurizacgdo a temperatura de 83 °C por 30 minutos. A mistura foi resfriada até
atingir a temperatura de 45 °C para receber as culturas lacticas e a lactulose em
condigdes assépticas. Apds a adicdo das culturas e do xarope de lactulose o leite
foi mantido a temperatura de 45 °C em BOD até atingir pH = 4,6. Apds o
processo de fermentagdo, as diferentes amostras de iogurtes foram resfriadas e
armazenadas em ambiente refrigerado a 4 °C. As combinacdes da adigdo de
lactulose e respectiva percentagem utilizada no presente trabalho foram

respeitadas segundo Anvisa (1999).

4.2 Analise sensorial
4.2.1 Teste de aceitacéo do iogurte

Nesta etapa foram avaliados os iogurtes com (0,0%, 0,2%, 0,4%, 0,6% ¢
0,8%) de lactulose, conforme fluxograma apresentado na Figura 1, sendo que
cada iogurte correspondia a um tratamento.

Apds a fabricacdo os iogurtes foram oferecidos a 60 consumidores
potenciais de iogurte (provadores ndo treinados), nas seguintes condi¢des: em
cabines individuais, em copos descartaveis brancos, codificados com algarismos
de trés digitos retirados de uma tabela de numeros aleatérios, em ordem
balanceada de apresentacdo, com 30 mL de amostra, em temperatura de
aproximadamente 6 °C. Foi servida agua mineral, em temperatura ambiente para
que os provadores lavassem o palato, entre uma amostra e outra. Os atributos
avaliados foram (sabor, textura, aparéncia e impressao global) julgados por meio
de uma escala hedonica estruturada de 9 pontos (1=desgostei extremamente a 9=
gostei extremamente) (Meilgaard et al.,, 1990). Na Figura 2 tem-se a ficha

utilizada na realizagdo da analise.
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NOME DATA

Por favor, avalie as amostras de iogurte utilizando a escala abaixo para descrever o quanto
vocé gostou ou desgostou, em relagéo aos atributos COR, SABOR, TEXTURA,APARENCIAe
IMPRESSAQ GLOBAL.

(1)Desgostei extremamente

(2)Desgostel muito

Cédigo

(3)Desgostei moderad
(@)Desgostei ligeir, cor
SABOR
(5)Indiferente
TEXTURA
(6)Gostei ligeir: s z
APARENCIA

(TYGostei moderadamente
IMPRESSA0 GLOBA

(8)Gostei muito

(9)Gostei extremamente

FIGURA 2 Modelo da ficha utilizada no teste de aceitagdo

As amostras foram disponibilizadas em ordem balanceada, em blocos

casualisados completos, em que cada provador constituiu um bloco.

4.3 Analise estatistica dos resultados
Foi utilizada analise de variancia, teste de médias e histogramas de

freqiiéncia para a analise dos resultados.

4.3.1 Teste de médias

Os ensaios foram avaliados por analise de varidncia (ANOVA), seguida
de teste de Tukey, a 5% de significancia, para identificar as diferengas em casos
significativos. As analises de variancia e o teste de médias foram realizados no

software Sisvar (Ferreira, 2003).

4.3.2 Analise por meio de histograma de freqliéncias
Com base nos resultados do teste com escala hedonica (estruturada de
nove pontos) foram construidos histogramas de freqiiéncia, para melhor observar

a freqliéncia de cada atributo. Para a construgdo dos histogramas trabalhou-se
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com as porcentagens de julgamento de cada categoria (nota) especifica, de
acordo com as escalas utilizadas; as notas foram divididas em trés blocos, 1-4, 5
e 6-9, que correspondem a desgostei extremamente a desgostei ligeiramente,

indiferente e gostei ligeiramente a gostei extremamente, respectivamente.

4.4 Utilizacéo da lactulose na elaboracéo de queijo quark
4.4.1 Delineamento experimental

Foi avaliada a influéncia da porcentagem de lactulose sobre a qualidade
sensorial do queijo quark. Os niveis avaliados foram: 0,0%; 0,2%; 0,4%; 0,6%;

0,8% de lactulose conforme a Tabela 2.

TABELA 2 Fator e niveis estudados

Fator Niveis (g/100mL)
0,0;

0,2;
Lactulose” 0,4;

0,6;

0,8.

A quantidade méxima de lactulose a ser adicionada em produtos

alimenticios é de 3g/100 mL. (Anvisa, 1999).

4.4.2 Processo de fabricacdo do queijo quark

O processamento do queijo quark foi desenvolvido experimentalmente
na planta piloto de laticinios do Departamento de Ciéncias dos Alimentos da
Universidade Federal de Lavras.

Para obtengdo do queijo foram utilizadas as seguintes culturas laticas:

¢ Cultura Tradicional mesofilica: fermento lactico Sacco®, que é uma

cultura tradicional de iogurte composta por duas cepas de bactérias laticas
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superconcentradas — Lactococcus lactis ssp cremoris e Lactococcus lactis ssp
lactis, - Campinas — SP.

* Cultura probidtica: fermento lacteo probidtico constituido de culturas
selecionadas e superconcentradas de Lactobacillus acidophilus SAB 440A,
Lactobacillus paracasei ssp paracasei BGP 93 e Bifidobacterium longum BLC 1
denominados neste trabalho como 440A,, BGP 93 ¢ BLC 1 respectivamente,
todos fornecidos pela Sacco ® - Campinas — SP.

O queijo foi elaborado seguindo metodologia tradicional descrita por
Albuquerque (2002), de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 3, onde
foram adicionadas diferentes concentragdes de lactulose (0,0%, 0,2%, 0,4%,
0,6% ¢ 0,8%), totalizando cinco tratamentos. A diferenca entre as amostras de
queijo quark se limitou a propor¢ao de lactulose.

Para a elaboracdo do queijo quark adicionou-se para cada litro de leite
desnatado logo apds a pasteurizagdo, 0,4 mL de cloreto de calcio (solugdo de
50%). Apo6s a adicdo das culturas laticas mesofilicas, as culturas probioticas
citadas anteriormente e do cloreto de célcio a mistura foi homogeneizada e

deixada fermentar por 20 horas 4 temperatura de 25 °C. Ao
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Leite desnatado

Pasteurizagdo 85 °C/30 min.

!

Ajuste da temperatura 30 °C

l

Adigdo das culturas laticas e
coalho

{

Coagulagao (+ 14 horas)

Dessoramento da massa

Lavagem da massa, até
acidez desejada

b

Adicéo de ingredientes

FIGURA 3 Fluxograma de produgdo do queijo quark

- creme em quantidade suficiente para padronizagdo da massa com teor

de gordura de 9,0 2 9,5 %.;

1,5% de fermento mesofilico
tipo “O”, culturas probiéticas
e 10% da dose
recomendada de coalho

Adicdo de lactulose nas
proporgdes de (0,0%, 0,2%,
0,4%, 0,6% e 0,8%)

Adigéo de creme &

. gosto

final da fermentacdo, a massa devera ter acidez entre 95g acido latico — 110g
acido latico e soro, 55 g acido latico - 60 g acido latico. Terminada a
fermentacdo a massa foi quebrada e a coalhada seguida de uma agitagdo por 15
minutos. A dessoragem da massa foi realizada em dessoradores em inox com
sacos de pano devidamente esterilizados. Depois de concentrada, a massa ¢
resfriada a uma temperatura de 7 °C, a massa entdo foi adicionada de creme

pasteurizado e sal iodado nas seguintes proporgdes:

- sal iodado na proporgao de 2%.

87



O creme pasteurizado ¢ o sal foram adicionados na massa apds a
pasteurizacgdo e o resfriamento, que foi misturada com auxilio de uma batedeira

planetaria.

NOME DATA,

Por favor, avalie as amostras de queijo quark utilizando a escala abaixo para descrever o
quanto vocé gostou ou desgostou, em relagédo aos atributos COR, SABOR, TEXTURA,APARENCIA
e IMPRESSAO GLOBAL.

(1)Desgostei extremamente

(2)Desgostei muito

(3)Desgostei moderadamente Cédigo
(4)Desgostei ligeiramente COR
(5)Indiferente DR,

(6)Gostei ligeirament i
(T)Gostei moderad APARENCIA
(8)Gostei muito IMPRESSAO GLOBA

(9)Gostei extr it

FIGURA 4 Modelo da ficha utilizada no teste de aceitagdo

4.5 Anédlise sensorial
4.5.1 Teste de aceitagdo do queijo quark

Nesta etapa foram avaliados as fabricagdes de queijo quark com
propor¢des de (0,0%, 0,2%, 0,4%, 0,6% e 0,8%) de lactulose, conforme
fluxograma apresentado na Figura 3, sendo que cada queijo correspondia a um
tratamento.

Apods a fabricagdo os queijos foram oferecidos a 60 consumidores
potenciais de queijo quark (provadores ndo treinados), as amostras foram
servidas nas seguintes condi¢des: em cabines individuais, em copos descartaveis
brancos, codificados com algarismos de trés digitos retirados de uma tabela de
numeros aleatorios, em ordem balanceada de apresentacdo, com 30g de amostra,

em temperatura de aproximadamente 6 °C. As amostras foram servidas

88



juntamente com uma torrada, visto que o queijo quark possui maior teor de
umidade. Foi servida agua mineral, em temperatura ambiente para que os
provadores lavassem o palato, entre uma amostra e outra. Os atributos avaliados
foram (sabor, textura, aparéncia e impressdo global) julgados por meio de uma
escala hedonica estruturada de 9 pontos (1=desgostei extremamente a 9= gostei
extremamente) (Meilgaard et al., 1990).

As amostras foram disponibilizadas em ordem balanceada, em blocos

casualisados completos, em que cada provador constituiu um bloco.

4.6 Analise estatistica dos resultados
Foi utilizada analise de variancia, teste de médias e histogramas de

freqiiéncia para a analise dos resultados.

4.6.1 Teste de médias

Os ensaios foram avaliados por analise de variancia (ANOVA), seguida
de teste de Tukey, a 5% de significancia, para identificar as diferengas em casos
significativos. As analises de variancia e o teste de médias foram realizados no

software Sisvar (Ferreira, 2003).

4.6.2 Analise por meio de histograma de freqliéncias

Com base nos resultados do teste com escala hedonica (estruturada de
nove pontos) foram construidos histogramas de freqiiéncia, para melhor observar
a freqiiéncia de cada atributo. Para a construgdo dos histogramas trabalhou-se
com as porcentagens de julgamento de cada categoria (nota) especifica, de
acordo com as escalas utilizadas; as notas foram divididas em trés blocos, 1-4, 5
e 6-9, que correspondem a desgostei extremamente a desgostei ligeiramente,

indiferente e gostei ligeiramente a gostei extremamente, respectivamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Avaliacéo das formulac6es de iogurte pela ANOVA e teste de médias
As médias das notas atribuidas pelos provadores para os atributos
sensoriais de aparéncia, sabor, textura e aspecto global encontram-se na Tabela

4.

TABELA 4 Média das notas * atribuidas pelos provadores para aparéncia, sabor,

textura e aspecto global.

Tratamentos Aparéncia Sabor Textura Aspecto Global

0,0% 7,6 a 7,10 a 7,17 a 7,27 a
0,2% 7,32 ab 6,88 a 7,07 a 6,87 a
0,4% 6,93 b 6,72 a 7,03 a 6,78 a
0,6% 7,38 ab 7,16 a 7,27 a 7,23 a
0,8% 7,28 ab 6,93 a 7,35a 7,02 a
CV (%) 16,90 2291 17,91 19,67

Médias nas colunas seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, a 5% de
significancia, pelo teste de Tukey; CV% = coeficiente de variagdo;
* Atributos sensoriais: 1-desgostei extremamente a 9-gostei extremamente

De um modo geral, as notas médias das amostras situaram-se na escala
hedonica entre 6 ¢ 9 (regido da categoria gostei ligeiramente e gostei
extremamente, respectivamente), apresentando alto indice de aceitabilidade.

Pode-se perceber que apenas para o atributo aparéncia houve diferenca
significativa entre as amostras (p < 0,05) 1 e 3. O tratamento 1 ndo houve adicao
de lactulose e o tratamento 3 houve adicdo de 0,4% de lactulose. Essa
concentracao de lactulose pode ter interagido com a polpa de morango fazendo
com que a aparéncia fosse menos aceita pelos provadores em relagcdo aos outros

tratamentos.
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5.1.2 Histograma de freqiéncias

Para a analise dos dados obtidos da escala heddnica construiram-se
histogramas de freqiiéncia para o iogurte. O histograma de distribuicdo de
freqiiéncias das notas da escala hedonica atribuidas para sabor e aparéncia ¢

mostrado na Figura 5.

Sabor Aparéncia

mi4

Freqiiéncia (%)
=
Freqgiiéncia (%)
=

w14

m69 20 m69

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Tratamentos Tratamentos

FIGURA 5 Histogramas de distribui¢@o de notas recebidas pelas amostras em

relacdo ao sabor e aparéncia das amostras de iogurte.

Pode-se observar que os atributos sabor e aparéncia receberam notas de
freqiiéncia entre 6 (gostei ligeiramente) e 9 (gostei extremamente). Os
tratamentos 2 (0,2% de lactulose) e 4 (0,6% de lactulose) apresentaram maior
numero de julgamentos para o atributo sabor. Quanto a aparéncia, o tratamento 5
(0,8% de lactulose) apresentou maior média, jA que a amostra apresentou o
maior numero de julgamentos.

O histograma de distribuigdo de freqiiéncias das notas da escala

hedonica atribuidas para textura e aspecto global é mostrado na Figura 6.

91



Textura Aspecto Global

100 100
90 90
80 80
70 70
£0 60
50 50
40 40

30 "3

20 m5o 20

10 10

mi4 m14

Freqiiéncia {%)
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Tratamentos Tratamentos

FIGURA 6 Histogramas de distribui¢do de notas recebidas pelas amostras em

relacdo 4 textura e aspecto global das amostras de iogurte.

Quanto 4 textura, o tratamento 1 (sem adicdo de lactulose) apresentou
maior indice de aprovagdo, recebendo as maiores porcentagens de respostas
entre 6 (gostei ligeiramente) e 9 (gostei extremamente). A adi¢do de lactulose
nos demais tratamentos pode ter influenciado na textura do produto final.

Observa-se que para o aspecto global o tratamento 1 (sem adigdo de
lactulose) recebeu as maiores médias, ressaltando que este tratamento foi melhor

aceito que os demais tratamentos com adi¢ao de lactulose.
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5.2 Avaliacéo das formulagfes de queijo quark pela ANOVA e teste de
médias

TABELA 5 Média das notas atribuidas pelos provadores para cor, aparéncia,
sabor, textura e aspecto global.

Tratamentos Cor Aparéncia Sabor Textura Aspecto Global

0,0% 7,58a 7,53a 7,05a 7,18a 7,43 a
0,2% 7,52a 7,22a 728a 733a 7,38 a
0,4% 7,67a 7,25a 7,18a 7,08a 7,27 a
0,6% 752a 723a 695a 7,17a 723 a
0,8% 738a 7,03a 6,87a 7,10a 6,87 a
CV (%) 16,61 18,46 21,98 19,59 17,96

Médias nas colunas seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, a 5% de
significéncia, pelo teste de Tukey.

Atributos sensoriais: 1-desgostei extremamente a 9-gostei extremamente
Tratamentos: 1, 2, 3, 4, ¢ 5: 0,0%, 0,2%, 0,4%, 0,6% ¢ 0,8% respectivamente

De um modo geral, as amostras situaram-se entre 6 (gostei ligeiramente)
e 7 (gostei moderadamente). As amostras nao diferiram entre si (p < 0,05) em
relacdo aos pardmetros de cor, aparéncia, sabor, textura e aspecto global.

Ressalta-se que os cinco tratamentos ndo apresentaram diferenca
significativa, a 5% de significéncia; portanto, percebe-se que a concentragdo de
lactulose ndo influenciou na aceitagdo das amostras, pois estas amostras
apresentavam porcentagens de lactulose de (0,2; 0,4; 0,6; ¢ 0,8%), nota-se
também que ndo houve maior aceitacdo do tratamento 1 (sem adigdo de
lactulose), quando comparado aos outros quatro tratamentos. Houve uma boa

aceitabilidade das amostras independente da concentragdo de lactulose.
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5.2.1 Histograma de freqiiéncias

Para a analise dos dados obtidos da escala hedbnica construiram-se

histogramas de freqiiéncia. O histograma de distribuicdo de freqiiéncias das

notas da escala hedonica atribuidas para cor e aparéncia é mostrado na Figura 7.

Cor

Frequéncia
wn
=

B1la4

0 B6a9

1 2 3 4 5

Tratamentos

100
50
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70
60
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40
30
20
10

Frequéncia

Aparéncia

Bla4

639

3 4 5

Tratamentos

FIGURA 7 Histogramas de distribuicdo de notas recebidas pelas amostras em

relagdo a cor e aparéncia das amostras de queijo quark

Pode-se observar que para os atributos cor e aparéncia os cinco

tratamentos apresentaram freqliéncias maiores, com notas entre 6 (gostei

ligeiramente) e 9 (gostei extremamente), sendo que a amostra 1 recebeu o maior

numero de julgamentos para cor e a amostra 2 para aparéncia, em relagdo as

demais amostras.

O histograma de distribuicdo de freqiiéncias das notas da escala

hedoénica atribuidas para sabor e textura ¢ mostrado na Figura 8.

94



Sabor Textura

100 100
90 50
80 80
70 70
50 £0
50 Ik B34
40 40
30 5 30 5
20 W30 20 H639

10 10

Frequéncia

Hia4

Frequéncia

1 2z 3 4 5 1 2 3 4 5

Tratamentos Tratamentos

FIGURA 8 Histogramas de distribui¢do de notas recebidas pelas amostras em

relagdo ao sabor e textura das amostras de queijo quark

Os cinco tratamentos receberam maiores freqiiéncias de respostas para
sabor e textura na categoria 6 (gostei ligeiramente) ¢ 9 (gostei extremamente). A
amostra 3 recebeu a maior porcentagem (92%) das respostas entre as notas 6 ¢ 9,
sendo que este tratamento recebeu 0,6% de lactulose, apresentando a preferéncia
dos provadores. As amostras 4 ¢ 5 apresentaram maior porcentagem de respostas
entre a categoria 1 (desgostei extremamente) ¢ 4 (desgostei ligeiramente), estas
amostras receberam a maior porcentagem de lactulose, pode-se observar que os
provadores conseguiram identificar esta maior concentragdo, o que caracteriza o
produto como sendo mais doce.

Para a textura os tratamentos 2 e 4 apresentaram maiores freqiiéncias de
respostas entre as notas 6 ¢ 9.

A Figura 9 representa o histograma de distribuicdo freqii€ncia das notas

para escala hedonica para aspecto geral.
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FIGURA 9 Histogramas de distribuicdo de notas recebidas pelas amostras em

relacdo ao aspecto global das amostras de queijo quark

Para o aspecto global os tratamentos 1 (sem adi¢do de lactulose) e o 3

(0,4% de lactulose) apresentaram a maior freqii€ncia de notas entre 6 ¢ 9.
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6 CONCLUSOES

Houve grande aceitabilidade do iogurte e do queijo quark com adigdo de
lactulose. Para o iogurte somente o atributo aparéncia apresentou diferenca em
alguns tratamentos; para o queijo quark ndo houve diferenca significativa entre
as amostras. Pode-se concluir que os objetivos propostos foram atingidos,
havendo grande aceitabilidade dos produtos com adi¢dao de lactulose, podendo
classifica-los como produtos para fins especiais como sendo funcional. O

emprego de lactulose na fabricagdo de iogurte e queijo quark € viavel.
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