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RESUMO

O conceito de alimentos funcionais surgiu com asgemtiva da insercdo de
substancias e compostos biologicamente ativos gdesgem exercer efeito benéfico sobre a
saude. Entre os alimentos funcionais, os suplermgmubidticos vem sendo cada vez mais
estudados e utilizados no estabelecimento e metleosalde. Na presente dissertacéo, foram
produzidas e avaliadas formulacfes probidticas lieatate utilizando lactobacilos com
especial destaque para a cépatobacillus acidophilugA 5. As preparacdes geradas foram
avaliadas em termos da cinética de morte celul#lis® de sobrevivéncia, propriedades
sensoriais e fisico-quimicas. Os resultados mosfp@ena) os diferentes tipos de formulacdes
estudados sédo adequados para uso como probiotaamdicdo de acido ascorbico e do
extrato deCamellia sinensi®ido se mostraram eficazes na melhora da sobreb)dzs trés
meios usados na fermentacdo das células sé&o aguwoprpara multiplicacdo das mesmas,
sendo que o meio composto de levedo de cervejaaseglse destacou, gerando produto mais
estavel; c) no teste sensorial, o chocolate conbi@mioo se diferiu sensorialmente do

chocolate convencional, mas apresentou grandeagéeit

Palavras-chave probiéticos Lactobacillus acidophilugA 5 e chocolate.
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ABSTRACT

The definition of functional food was born as sabses and biologically active
components that are added to food which offer thtergial of enhanced health. In this way,
probiotics are marketed as functional foods andehascome increasingly used because of
their hole for modify gut microflora and improve dith. In present master
dissertation, chocolate’s probiotic formulationsvéaeébeen developed using lactobacilli with
special focus orm.actobacillus acidophilu¢A 5. The formulations were evaluated in terms
of cell death kinetics, survival, physicochemi@aldsensory analysis. The obtained results
have indicated that: a) chocolate-based productdacong lactobacilli can be used for
probiotic formulations, but the use of ascorbidaand vegetable aqueous extracCaimellia
sinensisreduced the stability of probiotic tested; b) thfermentation medium tested are
adequate for fermentation, but fermentation braimposed by brewer's yeast and glucose
presented the best results when compared with thersy c) there is difference in taste
(p<0.001) among chocolate and probiotics chocolat¢, chocolate containing probiotic is

accepted by consumers.

Key-words: probiotic, chocolatéactobacillus acidophilugA 5.



CAPITULO 1 — INTRODUCAO

As diferentes formas e sabores do chocolate sasstietps por milhares de pessoas
em um mercado mundial que em 2004 ja ultrapassaya bilhdes de ddélares anuais e 0
consumo era estimado em 6,5 milhdes de tonelade&SB1 et al., 2007). Segundo a
Associacao Brasileira da Industria do ChocolatecaGa Amendoim, Balas e Derivados
(ABICAB), o Brasil € o quarto maior produtor de cbtate e possui saldo positivo na balanca
comercial desde 1999, como mostrado na FiguraueXe&jaciona a exportacdo, importacéo e
saldo da balanca comercial brasileira do chocotmte todas as formas. O pais vem
registrando um aumento tanto no consumo como ndupém, conforme apresentado na
Figura 1.2. A preferéncia da populacao pelo cheedagparcialmente explicado pela dogura,
riqueza nutritiva e o bem estar associado ao conslonmesmo.

USS (MILHOES) ~0=-EXPORTAGOES -o-IMPORTAGOES -[-SALDO BALANGA COMERCIAL
200

EXPORTAGAO IMPORTAGAO
2009 vs 2008 -12%) 2009 ve 2008 (#24%)

2010 ve 200% § 3% 2010 ve 2008 (#20%)

150

SALDO DA BAL. COM.
2008 ve 2008 (-32%) EFEITO
2010 ws 2009 (-23%) ARGENTINA

100

50 -

1998 1989 2000 2001 2002 2003 2004 2005 20086 2007 2008 2009 2010

PAISES ATEMDIDOS:
54 83 74 127 a7 102 114 127 128 126 124 125 114

Figura 1.1: Importacado, exportacéo e saldo da balaomercial de chocolate sob todas as

formas.
Fonte: ABICAB. Disponivel em <http://www.abicab.dsg>. Consulta em: nov/2011.
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Figura 1.2: Producéo, consumo aparente, expor@agaéportacdo sob todas as formas.
Fonte: ABICAB. Disponivel em <http://www.abicab.dsg>. Consulta em: nov/2011.

Entre as ultimas novidades lancadas pelo mercadom @s chocolates contendo
probioticos, que sado micro-organismos Vivos quegngo administrados em quantidades
adequadas, conferem saude ao hospedeiro (MENG @08B). A acdo benéfica atribuida a
esses micro-organismos esta diretamente relacionad#&rato intestinal e os beneficios
incluem protecao contra infeccdes, controle dareind do intestino irritado, normalizacéo
da flora intestinal microbioética, alivio de sintasreérgicos alimenticios na infancia, aumento
da tolerancia a lactose e reducdo dos fatoressde de cancer (MENG et al., 2008; SAAD,
2006; ARAGON-ALEGRO et al., 2007).

Diversos sdo 0s micro-organismos utilizados conabipticos com destaque para 0s
géneros Lactobacilluse Biffidobacterium(SAAD, 2006; GOMES e MALCATA, 1999). As
bactérias do tipo lactobacilos séo utilizadas maeaitacdo humana hd mais de quatro décadas
nas formas de iorgutes e bebidas lacteas e secdestea producdo de probibticos para uso
animal e humano (GOMES e MALCATA, 1999).

No presente trabalho é feito o estudo da viabikdadlular de Lactobacillus
acidophilusem formulagfes de chocolate. Um dos fatores gsteipam este estudo € que
nem todas formula¢cdes com organismos probidticesymn a estabilidade necessaria para
garantir que o produto tenha acdo benéfica espefadam, estudos que avaliam a vida de
prateleira e estabilidade do produto sdo de irderesomercial e sdo importantes no
desenvolvimento de novos produtos. A importancetederabalho também é ressaltada pela

caréncia de estudos que descrevem probidticos eeplete. Rivera-Espinoza e Gallardo-



Navarro (2010), em uma revisado que descreve osipais usos de probidticos em alimentos
nao-lacteos ndo apresentam nenhum produto quentehtgcolate.

O objetivo geral do presente trabalho consistiu gmparar formulacdes probibticas
de chocolate corhactobacillus acidophilug avaliar o produto quanto a sobrevida das células
durante a vida de prateleira do produto. E os mbgespecificos foram:

)] Testar a viabilidade de uso de diferentes tipofodaulacdes, bombons com

recheio e barras, como fonte de organismos prabsiti

i) Avaliar a influéncia do tipo de chocolate utilizadala secagem das células
pos-fermentacdo na cinética de morte celular;

i) Verificar o efeito de condi¢bes distintas de fertagéo na estabilidade do
produto gerado descrita em termos de sobrevidaribdigdo densidade
probabilidade e funcao risco;

iv) Avaliar o produto gerado em termos de caracteastiisico-quimicas e

sensoriais.



CAPITULO 2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Chocolate

2.1.1. Historia

A historia do uso do cacau e do chocolate remoetalal eras pré-colombianas,
porém o chocolate s6 foi batizado em meados ddas&&lIl. Carlos Linnaeus, um botéanico
sueco que conhecia muito bem a trajetéria do datc@or meio da histéria dos povos, 0
batizou como “Theobroma” que significa “alimento sdaleuses”’(BATISTA, 2008).
Evidéncias apontam a origem do cacau na Amazoéargnpos primeiros usos foram feitos
pelos povos Mesoamericanos (GRIVETTI e SHAPIRO,9200s relatos mais antigos sobre
plantio e uso do cacau e do chocolate datam dea600 quando os maias estabeleceram as
primeiras plantacdes de cacau. Eles se referemara@u como alimento dos deuses e foram
0S precursores a usar a bebida a base de cacalE@®Bt al., 2008). Os astecas também
cultivavam o cacau. Eles acreditavam que as semeete&acau eram um presente do deus
Quetzalcoatl. Conta a lenda asteca que Quetzaldeait da lua, roubou uma arvore de cacau
da terra dos filhos do sol, para presentear seugoamos homens, com aquela delicia dos
deuses (ABICAB) As colheitas eram festejadas com sacrificios hasiaros quais eram
oferecidas as vitimas tacas com uma bebida amamgaineentada chamada “tchocolath”
(Figura 2.1), que significa bebida quente. Nestagsdcivilizagcdes, o chocolate era usado
apenas pela nobreza e em rituais sagrados (KUBE&H 2008). Entre os incas, 0 cacau era
produzido em quantidade suficiente para uso depogalacdo. Para estas civilizacfes, 0 uso
do cacau ia além do valor nutritivo, pois as sep®b cacau também eram usadas como
moeda (BATISTA, 2008).

Figura 2.1: Cacau e incenso como oferendas dd deuderramamento de sangue.
Fonte: GRIVETTI e SHAPIRO, 2009
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Em 1502, Cristovao Colombo chegou a ilha de Guajaadmérica Central, na qual
um chefe asteca Ihe ofereceu, entre outras iguaeasentes de cacau. Dezessete anos mais
tarde, o explorador espanhol Hernando Cortez e seldados desembarcaram no México e
foram recebidos com um grande banquete regado acas e ouro cheias de “tchocolath”
pelo imperador asteca Montezuma. Cortez, impreadmrcom a mistica que envolvia o
chocolate e seu uso corrente, estabeleceu umagdantle cacau para o rei Carlos V, com o
intuito de gerar riquezas. As sementes de cacalupidas eram trocadas por ouro, uma vez
gue o ouro era um metal indiferente agueles pdaxnsumo de chocolate se espalhou entre
a nobreza espanhola (Figura 2.2) e, para atensab@ amargo, a por¢gédo de especiarias foi
diminuida e usava-se mel para adoc¢a-lo (BATISTA)®0Os espanhdis ndo dividiram a
nova bebida com o resto da Europa e por cerca deadfs apenas eles tiveram acesso ao
chocolate (KUBESH et al., 2008; BECKETT, 2008).

Figura 2.2: Ritual da Corte Espanhola. “Um cavaleiuma dama tomando chocolate”.
Gravura de Nicolas Guérard ( 1648 — 1719). Paildjdeca Nacional.

No século XVII, o italiano Antonio Carletti levou segredo da preparacdo do
chocolate da Espanha para a Itdlia e o casamem® @nmei Luis Xlll, da Frangca, com a
infanta da Espanha, Ana da Austria, selou a cotejais chocolate na Franca (BATISTA,
2008). O consumo cresceu e as casas de chocol&spakharam pela Europa; o cacau,
apesar de caro, era charmoso para quem pudesseaclon(@RIVETTI e SHAPIRO, 2009).

A industria do chocolate se iniciou no século Xpr volta dos anos 20 com o
surgimento de fabricas de chocolate comercial néci8u Inglaterra e Estados Unidos
(GRIVETTI e SHAPIRO, 2009). Em 1847 foi criado anpeiro chocolate solido comestivel e
em 1876 foi desenvolvido o primeiro chocolate ate IKUBESH et al., 2008). A revolugéo
industrial contribuiu imensamente para a mudancendatalidade em relacdo ao chocolate:
mantendo o prestigio, porém, deixando-0 acessivgbhavo. O aumento do consumo do

chocolate fez crescer também o numero de paiselutores de cacau. Com um clima



favoravel ao cultivo da fruta, a Bahia se torncange produtora, firmando o Brasil como um

dos maiores produtores de chocolate do mundo (BRAIZ2008).

2.1.2. O Cacaueiro

O cacaueiro é uma planta da famigerculiaceag género Theobromasendo
uma cultura tipica de &reas tropicais e sub-trapidagura 2.3), pois nestas regiées o solo é
fértil e o equilibrio climético é favoravel ao duti do fruto, uma vez que a arvore exige
temperaturas superiores a 20°C para se desenaalgquadamente (ABICAB).

Figura 2.3: Principais produtores de cacau.
Fonte: ABICAB. Disponivel em <http://www.abicab.dsg>. Consulta em: jan/2011.

Também chamando de palmeira-cacau, o cacaueirangnparticularidade: da ao
mesmo tempo brotos, flores, folhas e frutos (ABIGABigura 2.4). E uma arvore fragil,
geralmente plantada perto de bananais, coqueisasigueiras com o intuito de proteger
contra o0 vento e 0 sol excessivo. Os primeiroo§sio colhidos apds o quinto ano de vida
da planta (KUBESH et al., 2008; BATISTA, 2008). fdgtos demoram de 5 a 6 meses para
se desenvolver até tornarem-se maduros com cert@0dem até 350 mm, podendo pesar de
200 g até mais de 1 kg (BECKETT, 2008). Em seeriot encontra-se uma polpa branca,
viscosa, contendo de 20 a 50 favas de cacau (FRjGjaExistem mais de 16 espécies de
cacau (ABICAB).

Figura 2.4: Desenvolvimento do cacaueiro: a) flercdcau; b) fruto pequeno; c) fruto maduro
Fonte: GROENEVELD et al. (2010)



Figura 2.5: Fruto do cacaueiro.
Fonte: Beckett (2008).

2.1.3. Processamento do chocolate

O processo produtivo que gera como produto o chteoentre outros produtos é
iniciado com o plantio do cacaueiro. Esta fase @émdda “antes da porteira” e visa a
producdo da améndoa do cacau seca (MENDES e LINI@V)2

Para producdo de uma améndoa de boa qualidade essédo que se colha
exclusivamente frutos maduros, pois estes possuguatidade de acucar necesséria para
uma boa fermentacdo. A maturacdo € reconhecida qmtaacdo do fruto e o ruido
caracteristico que o fruto maduro faz quando énbevee sacudido (Figura 2.6). Os frutos
colhidos sédo quebrados com auxilio de um cutelffasem corte) e a améndoa extraida do
interior do fruto é fermentada em cochos (caixameédeira; Figura 2.7). A fermentagéo dura
em torno de 5-6 dias e tem o intuito destruir o @&abe dar inicio a série de reacdes quimicas
e enzimaticas que formam os precursores do sabaroma do chocolate. Findada a
fermentacao, faz-se a secagem para reducéo dademnigae inicialmente encontra-se em
50%, para cerca de 8%, podendo ser este procagsddeforma natural ou artificial. Assim,
com as améndoas secas, € seguro estoca-las e mdREzBATISTA, 2008; BECKETT,
2008; SILVA NETO, 2001).



Figura 2.6: Frutos da cacau com diferentes matesago
Fonte: MENDES e LIMA (2007).

Figura 2.7: Processo de fermentacdo das améndaasale e cochas.
Fonte: Beckett (2008).

Como mostra a Figura 2.8, a améndoa de cacaussnaa casca e fragmentada em
pequenos pedacos chamados nibs, é a principalimpténa para fabricagdo do chocolate e
outros produtos.

A fase seguinte € chamada “dentro da porteira’presiste na comercializacao das
améndoas fermentadas secas. Na industria, inicéafase “depois da porteira”, que através
de uma série de processos mostrados de forma Boahéi na Figura 2.8 obtém-se, dentre
outros produtos, o chocolate (MENDES e LIMA, 2007).



AMENDOAS DE CACAU

CASCA (20%) NIBS (80%)

|L1Qt0R \ | CHOCOLATE |

[TORTA DE CACAU (52%)]  [MANTEIGA (48%) |

PO DE CACAU CHOCOLATE

Figura 2.8: Geracéo de produtos a partir da améde@acau.
Fonte: MENDES e LIMA (2007).

Na industria as améndoas secas de cacau sdo as;alpidalmente, em sacos de 60
kg. Parte das améndoas € estocada e a outra pespé&ada na moega de alimentacdo para
obtencéo do liquor, onde segue pelo canal de alag&a através de peneiras que separam as
améndoas de quaisquer tipos de sujidades, inclpedmas e metais. As améndoas isentas
de sujidades sao transportadas para esterilizag&uclave continua, de onde seguem para
torrefacdo. Depois de torradas, as améndoas sdonfaalas em um “quebrador centrifugo de
cacau”, e os fragmentos de cacau produzidos sdoaclts de nibs. Neste estagio os nibs de
cacau torrados seguem para o0 separador de casagsalnsdo classificados por peneiras. Os
nibs alimentam a moega de alimentacdo do moinh@ides, onde sé&o centrifugados e
moidos, saindo no estado liquido por causa dotatio de gordura (55%). Uma bomba
transporta a massa de cacau para um tanque degstacA massa de cacau estocada €
bombeada para a temperadeira de massa de cacauiliigos estagios, onde sera
submetida ao processo de pré-cristalizacdorgsftiamento, seguindo dai para o sistema
de dosagem do tipo Kibllet (pedacos de massa gdeby sendo depositada diretamente
sobre a correia transportadora do tunel dsfrimenento onde sera submetida a uma
temperatura de 4 a 6 °C durante 20 minutog, @ie sua solidificacdo se complete,
sendo fracionado por um sistema de rolo afas do tunel e depositado na moega da
ensacadeira. Os Kkibllet s&o transportados degenae ensaque através de uma rosca
transportadora dosadora para o interior dos samdsfolhados com capacidade de 25 kg

cada, sendo estes costurados para seu fechameatoCfepois de obtido o liquor, este é



submetido a prensagem hidraulicas, no qual sei d&dsaparte da manteiga de cacau presente
na massa. A manteiga obtida é filtrada, centrifagael desodorizada. A torta restante da
prensagem para extracdo da manteiga passa por onaijule a pulverizam e produzem o
cacau em po (MENDES e LIMA, 2007). A obtencao ige@d de chocolate refinados e
especiais depende da mistura do liquor, da mantégaacau, do acucar e do leite em
determinadas proporc¢des (AMIN, 2009). A Figura&gesenta um diagrama esquematico do

processo produtivo de chocolate.

Preparacdo das améndoas de cacau

Fermentagao Secagem | Transporte

l

Manufatura do liquor de cacau

Limpeza Torrefagdo | Remocado da casca Moagem
Prensagem Mistura:Com agulcar
e gordutra, com ou
sem leite.
\ Manteiga de v
cacau Moagem
v
Agitacdo: adicdo de
\ 4

manteiga de cacau

Chocolate em

po

\ 4

Revestimento Modelagem Moldagem

Figura 2.9: Diagrama esquematico do processo graddé chocolate.
Fonte: Beckett (2008).

A Tabela 2.1 apresenta de forma resumida todagapse do processamento do

cacau até a obtencao do chocolate.
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Tabela 2.1 - Processo de producgéo do chocolate

Fase Descri¢do

Realizado em regibes tropicais, pois 0 cacaueireciga de
temperaturas superiores a 20 °C para se desenanlgguadamente
Colheita dos | Somente os frutos maduros possuem o teor de acaomto para
frutos maduros ¢ uma boa fermentacdo. A maturacdo € reconhecidacpeacao ¢
retirada das | ruido caracteristico que o fruto faz quando é dgiteD fruto é

Plantio

Antes da ~ p ~ -
orteira améndoas guebrado com auxilo de um cutelo e as améndoagts@alas.
P ~ | Geralmente feita em cochos de madeira, este pwmcess a
fermentacéo das e x ~
A destruicdo do embrido na semente e geracdo dosrgoess dg
améndoas
aroma e sabor do chocolate
Realizada natural ou artificialmente, visando augdd da umidade
secagem

para cerca de 8% para correto armazenamento @arémsio grao.

Comercializacad
Dentro da| das améndoas| Nesta etapa a améndoa deixa o0 processo produtiiaiage adentra

porteira fermentadas | para o processo produtivo industrial
secas

Separa as améndoas secas de quaisquer tipo dadsyjidcluindo
Limpeza pedras e metais, e as esteriliza. Este procesdmtamlassifica a:
amendoas através de um conjunto de peneiras.

As améndoas sdo torradas e quebradas em pequemgpseffitog

U7

Torrefagao denominados nibs.
Remocéo da | Os nibs passam por um sistema de separacdo de grast@do de
casca ciclones e séo classificados por tamanho.
Depois Os nips passam por um moinho de pigos, onde séuipm.eainEjo en
da Moagem fa§e I|'qU|da devido a alta concentracdo de gordbriquido é preé
porteira cristalizado e seguem para a prensa.

A prensa separa a manteiga de cacau da tortatadqulverizadd
para producdo de chocolate em pé. A manteiga drucadratada

=2

D

Prensagem pode ser comercializada ou encaminhada para a g&oddo
chocolate em barras.
. O liquor, a manteiga de cacau, o aglcar e o laensisturados em
Mistura . ~ ~ o
determinadas proporg¢des para obtencéo dos vgpamsde chocolate.
Modelagem de acordo com a utilizacdo: barra, bosb®rdoces
Modelagem

diversos.

2.1.4. A quimica do chocolate
A ABICAB anunciou em seu site que o chocolate é almento perfeito, com

composicado balanceada (Figura 2.10), sendo indipada merendas escolares e grandes
coletividades. A justificativa para tal afimacaarvdo fato do chocolate ser um alimento que
é distribuido em variadas formas, sendo aceitdquw 0 mundo. Além do sabor, o chocolate
€ um alimento nutritivo e bastante energético,add tlisgestdo e rapida metabolizacdo. Sua
composicao é dependente do tipo de chocolate eategso de fabricagdo. A Tabela 2.2,
mostra a composicdo media do chocolate ao leit€aldela 2.3 mostra comparacéao entre a

composicao media de 3 diferentes tipos de choca@atargo, ao leite e branco.
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1/3 de cacau
O cacau é importante pelo teor de

1/3 de leite 1/3 de agUcar
Alimento rico em acgUcares, ~ € acucal : .
. ; . S&o os carboidratos, importantes  hidrato de carbono, manteiga
proteinas, albuminas, globulinas, . .
: S . . para o organismo humano. (gordura natural), proteinas,
caseina, sais minerais e vitaminas. ; :
cafeina e teobromina.
Figura 2.10: Composi¢do média do chocolate ag leitleanceamento entre os seus
componentes.

Fonte: ABICAB. Disponivel em <http://www.abicab.drsg>. Consulta em: jan/2011.

Tabela 2.2: Composicéo nutricional do chocolatéede.
Um tablete de 100 g de chocolate ao leite, contém:

Glucidios 56 ¢
Lipidios 349
Protidios 69
Celulose 0,59
Agua 119
Calorias 550 kcal
Elementos minerais
Potassio 418 mg
Magnésio 58 mg
Célcio 216 mg
Ferro 4 mg
Vitaminas
Vitamina B1 0,10 mg
Vitamina B2 0,38 mg
Vitamina PP 0,80 mg

Fonte: ABICAB. Disponivel em <http://www.abicab.dsg>. Consulta em: jan/2011.

Tabela 2.3: Comparacdo entre 0s principais nuagios chocolates amargo, ao leite e

branco.
Amargo Ao leite Branco
Energia (Kcal) 530 518 553
Proteinas (g) 5 7 9
Carboidratos (g) 55 57 58
Gordura (Q) 32 33 33
Célcio (mg) 32 224 272
Magnésio (mg) 90 59 27
Ferro (mQ) 3 2 0,2

Fonte: BECKETT (2008).
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A Figura 2.11 mostra que os chocolates séo ricosaetoxidantes chamados de
flavondides (53,5mg/100g de chocolate amargo) @uwece®mpostos pertencentes ao grupo
dos polifendis. A quantidade de flavondides nosdptos de cacau e no chocolate
industrializado é dependente da colheita de graanéicdes de processo subseqientes usado
pelos fabricantes de chocolate (FERRAZZANO et2009). Os flavonoides do chocolate
sédo facilmente destruidos pelo calor e inUmeragsutondicdes comuns ao processo de
colheita do cacau e de fabricacdo do chocolatestmaum grande cuidado deve ser tomado
pelo fabricante para preservar a existéncia natdealflavonoides para que quantias
significativas permanecam nos produtos finais (RTER e LANNES, 2007). Os beneficios
para a saude atribuidos aos polifendis incluenuafgto antioxidante, anticancerigeno, anti-

inflamataorio e preventivo de doencas do coracadl{&X 2007)
100 4

50 4

Nivel relativo

Chocolate ao leite

Morango

Chocolate Amargo
Pimenta vermelha

Cereja
Cebola
Milho
Beringela

Laranja
Tva

Figura 2.11: Potencial antioxidante do chocolatgans outros alimentos.
Fonte: BECKETT (2008)

Existem estudos que avaliam componentes do cheagleg podem reduzir os riscos
de problemas dentéarios, como caries (FERRAZZANG@L.eR009; BECKETT, 2008). Dentre
estes compostos podem ser citados 0s taninos qu®BEOStos que contribuem com a cor e
e sabor do chocolate. Acredita-se que os tanimosfeito anti-bacteriano e reduz a atividade
enzimética, reduzindo o crescimento de placa enithiba formacgédo de acido que provoca a
carie. A manteiga de cacau € usada pela industrimpsméticos com o intuito de minimizar
linhas de expressédo (FERRAZZANO et al., 2009).

O chocolate pode inferir no estado fisiolégicoaafis de uma série de componentes,
como por exemplo a cafeina e a teobromina que owantes do sistema nervoso central

(BECKETT, 2008). As quantidades de cafeina e teubra para alguns alimentos sao
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mostradas na Tabela 2.4. O chocolate possui tanfiéitetilamina (PEA), um estimulante

muito parecido com a dopamina e a epinefrina, i@ moduzidos naturalmente pelo

organismo (RICHTER e LANNES, 2007). Macht e Dettr{2306) concluem que a ingestao
de chocolate pode estimular alteracbes emocioaats positivas quanto negativas, além de
reduzir o cansaco e aumentar a sensacao de alegrign, Osman e Sobal (2006) mostram
em seu estudo que as quantidade de teobrominanaafeniletilamina e anandamida estao
presentes em quantidade insuficientes para prodieiio mensuravel sobre o humor ou

comportamento.

Tabela 2.4: Metilxantina: conteddo de chocolatbsl@das.

Por¢éo Cafeina (mg) Teobromina (mg)
Chocolate ao leite 509 10,0 70
Chocolate amargo 50¢9 22,0 209
Chocolate branco 509 Tracos 1,1
Café forte Xicara 85,0 -
Café instantaneo Xicara 60,0 -
Ché Xicara 50,0 2,0
Cola Lata 40,0 -

Fonte: BECKETT (2008).

2.1.5. Novidades do mercado mundial

A empresa sui¢cBarry Callebautinovou o mercado de chocolates com uma nova
linha de produtos destinada a consumidores predogpeom a saude, como mostrado na
Tabela 2.5.

Tabela 2.5. Linha de produtos “bem-estar”, apreskr# pela Barry Callebaut.

Produtos Descricao

Acticoa chocolates  Resultado de um processo especial que mantém niweiso
elevados de ocorréncia natural de flavondidesqgidiintes).

Probiotic chocolates S&o tréstipos de chocolate que contém uma condwnale
Lactobacillus e  Bifidobacterium  Contém guantidade
suficientes destes dois tipos de probiéticos pgwdaa a manter o
sistema digestivo saudavel.

Re-balanced Melhor perfil nutricional, sem comprometer o sab@o em fibras,
chocolates reduzido teor de agucar, menos calorias e baixalegordura.
Tooth-friendly Adocado com isomaltulose, uma nova geracao de gggiqae sao
chocolate seguros para os dentes.

Fonte: Barry Callebaut. Disponivel em http://wwwiiyecallebaut.com/1468
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2.2. Alimentos funcionais

Os primeiros estudos a relacionar alimentacdo desdatam da década de 1960.
Tais estudos apontavam aspectos negativos parasoroo de excesso de agucar e gordura
(RAUD, 2008). A crescente preocupacdo em se ingénrentos saudaveis, que favorecam o
bem estar e auxiliem na reducdo de doencas, fererr@ demanda por alimentos mais
saudaveis (CORREA, 2006). Existem evidéncias dieasi que suportam a hipotese de que
alguns alimentos e componentes alimentares téntoeféisiologicos benéficos além da
provisdo nutricional basica. A ciéncia nutriciomta abandonando os conceitos classicos
nutricionais que definiam o que é a “boa” ou “6timatricdo e as pesquisas estdo focando na
identificacdo de componentes biologicos ativos Bmeatos que tém o potencial de otimizar
o bem estar fisico e mental e que reduzam tambesc@de doencas (KEDIA et al., 2007).

Em 1907, o cientista russo Elie Mechtnikoff (Figard2) chamou a atencéo para a
importancia da microbiota intestinal na saude hwumdtia exerce influéncia consideravel
sobre uma série de reagfes bioquimicas do nosaaismyp e a qualidade da flora intestinal
pode ser controlada através de uma alimentacabbegda e especifica. O conhecimento da
microbiota intestinal e suas interacdes levarandesenvolvimento de alimentos funcionais
que objetivam a manutencdo e estimulo das baciiiggesentes. Desta forma, alimentos
funcionais séo definidos como “alimentos que destraram afetar beneficamente uma ou
mais fungBes-alvo no organismo, além de promoveramniricdo, de modo relevante para um
aumento do estado de saude e bem-estar e/ou redogd&co de doencas"”. Alguns desses

alimentos s&o classificados em prebioticos, probéte simbidticos (CORREA, 2006).

Figura 2.12: Fotografia de Elie Mechtnikoff (184918).
Fonte: Wikipédia
Os prebidticos podem ser definidos como ingredgeatanenticios ndo digestiveis

que afetam o corpo humano de forma benéfica, ardoéstimulo seletivo e/ou ativacdo de

grupos de bactérias do colon. Os probioticos s&woatrganismos que sao benéficos ao
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hospedeiro quando administrados em quantidadeprémtas. O termo simbidtico é usado
guando o produto possui agentes tanto prebidtjaasto probidticos (ARAGON-ALEGRO
et al., 2007).

2.2.1. Os probioticos

O termo probidtico foi usado pela primeira vez eB63 para designar micro-
organismos que exercem efeitos benéficos parade saaimelhorar o equilibrio microbiano
intestinal (RAUD, 2008). A definicdo atual, acaiéernacionalmente, diz que os probidticos
sao “micro-organismos Vvivos nao patogénicos quendo consumidos em quantidades
adequadas, conferem beneficios & salde do hospe@®RREA, 2006; MENG et al.,
2007). A gquantidade minima necesséaria para queneerto forneca beneficios é de no
minino um milh&o (1%cel/g) de organismos probiéticos por grama de aitméCAPELA et
al., 2007). Como recomendacédo geral, é sugeridmgypeodutos com probibticos contenham
no minimo 10 ufc/g(ml) (CHAN e ZHANG, 2005). No Brasil, a AgédacNacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece que a digade minima viavel deve estar situada
na faixa de 19a 10 ufc/ingestdo, na recomendac&o diaria do produintprpara consumo,
sendo que, valores menores podem ser aceitosraprasa comprovar sua eficacia mediante
documentacdo comprobatéria que inclua laudo deisan@lo produto que comprove a
guantidade minima viavel de micro-organismos até@lfdo prazo de validade e teste de
resisténcia da cultura da cultura utilizada no pto@ acidez gastrica e aos sais biliares.

Dentre os beneficios dos probidticos em relacémidesdo hospeiro podem-se citar:
resisténcia gastrintestinal a colonizacdo por matog;, promoc¢ado da digestdo da lactose em
individuos intolerantes a esse agucar; estimula@gisistema imune; alivio da constipacao;
aumento da absorcdo de minerais; producdo de wigemreducdo dos sintomas de diarréia
(CHAN e ZHANG, 2005). Outros beneficios ainda né@mprovados incluem: diminuicdo do
risco de céancer de coOlon e de doenca cardiovascdlarinuicdo das concentractes
plasmaticas de colesterol; efeitos anti-hiperterssiveducdo da atividade ulcerativa de
Helicobacter pylorj controle da colite induzida por rotavirus e postridium difficile
prevencdo de infeccdes urogenitais, e efeitostdnibs sobre a mutagenicidade (CORREA,
2006).

Um micro-organismo para ser dito probiotico devecatas propriedades e fungdes,
como, sobreviver as condi¢cdes adversas do estOnsmgoresistente aos sais biliares e

colonizar o intestino, mesmo que temporariamerdeneio da adesao ao epitélio intestinal
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onde deverdo influenciar o metabolismo e o equdlida microbiota intestinal (ARAGON-
ALEGRO et al.,, 2007). A Tabela 2.6, apresenta apéass de micro-organismos
consideradas probioticas no Brasil.

Tabela 2.6: Agentes probidticos definidos pela ASIYI

Agentes Probioticos
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus casei shirota

Lactobacillus casei variedade rhamnosus
Lactobacillus casei variedade defensis

Lactobacillus paracasei
Lactococcus lactis

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium animallis (incluindo a subespécie

B. lactis)

Bifidobacterium longum

Enterococcus faecium
Fonte: ANVISA: Lista de alegacbes de propriedadeifinal aprovadas. Atualizado em julho/2008

As espécies que possuem as propriedades benéfieasstem as condi¢des acima,
geralmente sdo do géndsdfidobacteriume Lactobacillus(Figuras 2.13 e 2.14) (ARAGON-
ALEGRO et al., 2007). A Tabela 2.7 faz um paraleldre os beneficios associados as

espécies.

Figura 2.13Bifidobacterium Figura 2.141 actobacillus
Fonte: www.microbiologybytes.com Fonte: http://blog.therabreath.com

As espécies dieactobacillussdo largamente distribuidas na natureza e alguetas d
sdo conhecidas pela importancia na indastria aliitiane, como agentes probidticos, agem
de forma benéfica em seres humanos e animais (MAGYES et al., 2008). O maior foco de
mercado € a adicdo deste micro-organismo em desvdd leite fermentados, sendo que a
escolha depende de uma série de fatores. No ioguntexemplo, a escolha depende do pH,
do tempo de fermentagéo, das condi¢cdes de armaeat@nda concentracdo de acucar, da
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disponibilidade de nutrientes, entre outras (VINER et al., 2000). A Figura 2.15 mostra
alguns exemplos de aplicacéo de diferentes espdelesctobacillusna industria alimenticia.

Tabela 2.7: Beneficios gerais atribuido®B#&lobacteriume Lactobacillus

Beneficios

- Evitar a colonizac&o do intestino por bactériamgénicas e leveduras;

- Produzir acidos que mantém o equilibrio do pHmestino;

- Diminuir os efeitos colaterais da terapia antib

- Ajudar no crescimento bactérias primaria em latete

- Inibir o crescimento de bactérias que produzénmatois no intestino. Os nitratos
sao toxicos e podem causar cancer;

- Ajudar a impedira producdo e absorcdo de toxipasduzidas por bactérias
causadoras de doencas, 0 que reduz a carga tokiEacfigado;

- Auxiliar na fabricagao de vitaminas do complexo B

- Ajudar na regulacao do peristaltismo e dos mowuio®intestinais;

- Prevenir e tratar a diarréia associada a anitoigit

Fonte: : LIPSKI (2004).
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Figura 2.15: Aplicacdo de probioticos na indusatienenticia.

A espécieLactobacillus acidofilusé citada desde 1921 por seus beneficios a
regulacdo de desordens do trato digestorio atrdeéadmistracdo de leites fermentados
contendo numeros elevados deacidophilusde origem humana. Este micro-organismo é
pouco tolerante a salinidade e tem seu desenvahtinfavorecido em meios solidos. Entre
0S micro-organismos do géndractobacilluso L. acidophilusé o mais recomendado como
suprimento dietético, por possuir alta capacidadeadesdo ao epitélio intestinal, onde
desempenha importante papel na melhoria da digektde de produtos lacteos, além de
diminuir os niveis de colesterol no intestino poa <o-precipitacdo com sais biliares e
controle preventivo de infec¢des intestinais (GONEES, 2009).

Dentre as diferentes cepasldectobacillus acidofilusp LA-5 é citado na producéo
de fermentados de leite por todo o mundo. Seu restente deve-se ao fato de ndo possuir

efeitos adversos no gosto, aparéncia e palatadbdidas produtos, além do fato de ser capaz
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de sobreviver no produto até o consumo. O LA-5 gazale sobreviver a passagem pelo
estbmago, sendo tolerante a acidez do estdmagte a bs enzimas digestivas. Os efeitos
gastrointestinais e imunoldgicos diretamente aagosi a0 consumo déeactobacillus
acidofilusLA-5 escontram-se relacionados na Tabela 2.8 (LEBIEMINEN; 2009).

Tabela 2.8: Beneficios gastrointestinais e imunolisy associados ao consumo de
Lactobacillus acidofilusA-5

Problema Beneficios

Os produtos finais da decomposicdo de glicose por
fermentacdo através dactobacilli sdo acido latico, acido
Balanceamento da microbiota acético e peroxido de hidrogénio. Tais metaboltoosam
intestinal o ambiente menos favoravel ao crescimento de micro-
organismos potencialmente patogénicos. ControlaHo p
intestinal através da producdo de acidos, restriigio
crescimento de bactérias de patogénicas e de achef

A diarréia € um problema comum entre viajantes em
regides pobres em higiene. Estudos mostraram o
decréscimo da ocorréncia de diarréia no grupo desta
guando comparado ao grupo placebo

Reducéo da diarréia

Constipagdo €é um problema comum em paises

. . .| desenvolvidos e a suplementacdo com Lactobacilde p

Outros efeitos gastrointestinajis . .
ajudar no tempo de transito normal.

Melhora na digestao de lactose

Inibicdo do crescimento de células cancerigenas

Outros beneficios a saude ~
Reducao do colesterol

Fonte: LEE e SALMINEN (2009).

2.2.2. Estabilidade

A estabilidade de formulagdes com probidticos emn@mposicdo esta relacionada
a caracteristicas fisico-quimicas do produto (i23) e a taxa de degradacdo natural do
mesmo e das células. A degradacao do produto mrddesida a reacdes de oxi-reducao,
reacbes com o0 meio ambiente, contaminacdes no rprepa estocagem, ou degradacao
natural por envelhecimento, como é mostrado nar&igul6 e explicado na Tabela 2.9. A
degradacgdo (morte) das células pode ser resultaddatacdo das células com o suporte (por

exemplo, meio inapropriado para manutencéao celalagor envelhecimento das mesmas.
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4| Cinética de morte celular
Perda da viabilidade
\ Estudo da sobrevida

- ./ Contaminag¢do microbiana
Crescimento de

Estabilidade fungos e bactérias , .
\ Ambiente favoravel
Alteracao das s Reagles de oxi-reducgdo
propriedades do
alimento Y Degradacdo natural

Figura 2.16 Descricao d estabilidade do prodt

Tabela 2.9: Variaveique afetam a estabilide

Variavel

Descrica

Contaminacao

Podem ocorrer em qualquer fase do processameitiomntos e devel

ser evitadas pela adocdo de métodos de higienizalgdas praticas (

microbiana fabricacd@o, controle de pragas e atravécriacdo de condi¢cdes ambient
desfavoraveis para o crescimento de n-organismos contaminant
Agentes como o ar, luz, calor e frio podem ocasiattaracoe:
Ambiente organolépticas ou mesmo na aparéncia dos alimgotss tornar
inaceitaveis pa o0 consumo.
. Entre as reac¢des quimicas ndo enzimaticas-se citar a reacao (
Reacdes de L L, Ca
_ . rancificacdo. Essa reacéo é acelerada pelo oxigéaidemperature
oxi-reducao _ _
metais e presenca de oxidantes natt
Degradacdo As moléculas que cistituem os alimentos tem energia de ativagac
natural favorece a sua degradacéo na

Fonte: Tecnologia de alimentos: principios e apbes (Gava et al., 20(

O estudo de estdidade celular pode ser feitatravés de fungbes estatisticas

definem o comportamento celular ao longo do tentfidre estas fungbes estdo a fun

sobrevida, funcdo densidade probabilidade e fumg@® vem sendo utilizadas com €
proposito (LEE aVANG, 2003.
A funcdosobrevida descreve a probabilidade de um indivblweviver mais qu

um tempo tomo mostrado nasquagodes (2.1) e (2.2) que descrex®mesma em termos

conceitos probabilistic(P) e em termos da quantificacdo celulid(t), No) (LEE e WANG,

2003).
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S(t)=P(t) (2.1)

S(t) __ numero de células sobrevivente em tempo superior at _ N(t)

(2.2)

namero total de células iniciais (t=0) Ny

Sendo N(t) o numero de células sobreviventes erteomo superior a t, J\b total nUmero de
células no tempo t = 0, S(t) a funcdo sobrevidaemapo t, P(t) é a probabilidade de um
micro-organismo sobreviver mais que um tempo t.

Trata-se de uma funcdo decrescente que tende apagsotempos infinitos e
apresenta valor unitario no inicio do estudo conmstrado na Figura 2.17 que trata da
representacdo grafica da mesma para andlise o ¢taica.

0.8F

Lo

0]

04F

T

1 1 ] L i 1 1 = i E—

0 s 15 25 35 45 50
t (d)

Figura 2.17: Representacao grafica da funcéo smlarev
Fonte: LEE e WANG (2003).

A funcéo densidade probabilidade indica o limigepdobabilidade de falha (morte
celular) por unidade de tempo (Equacéo 2.3), satde uma funcdo nédo negativa cuja area
entre o eixo do tempo e a curva tem valor unit@iantegracdo desta funcdo € associada a
probabilidades de falha e a propria sobrevida (EBZANG, 2003).

f(t) __ limpgoP[morte individual no intervalo (t,t+At)]

v (2.3)
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A Figura 2.18 mostra o grafico representativo déstgdo que € conhecido como
curva de densidade. Esta curva apresenta dois ctanmmntos tipicos: as curvas com formato
decrescente mostram uma elevada taxa de inssutggsicio do processo, indicando a morte
prematura das células e as curvas com formadoim@’ ‘10stram a maior morte celular ao

longo do tempo de envelhecimento do produto (LEEANG, 2003).

fin

0 t

Figura 2.18: Representacao grafica da funcéo dedeidrobabilidade
Fonte: LEE e WANG (2003).

A funcédo risco define a velocidade ou taxa de falbadicional associada a um
tempo (Equacéo 2.4). Ela fornece o tempo em qobserva a maior chance de morte celular
por unidade de tempo durante o processo de envekao. Esta fungcdo pode apresentar
comportamento variavel conforme mostrado na Fidufi®. O comportamento crescente
(h1(t)) significa que o risco de morte aumenta a medigle o produto envelhece, o
comportamento decrescente(ff) mostra que o risco de morte € maior duranfasa de
preparo ou vida inicial do produto, o comportamectastante ({t)) indica que o produto
apresenta 0 mesmo risco de morrer em qualquer dtapaocesso, seja no preparo, seja ao
longo do tempo de armazenamento. A cuB mostra a curva em formato de “banheira” na
qgual hd uma maior chance de morte no tempo deimidil do produto, seguido de um
descréscimo deste risco ao longo do tempo de amaamnto até se aproximar de um risco
constante que volta a aumentar no final da vidardduto. Por fim, a curvas(t), mostra um
aumento no risco de morte no inicio da vida do g@adatingindo um ponto maximo, no qual
este risco comeca a cair (LEE e WANG, 2003).
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limM_mP[falha individual no intervalo de tempo (t,t+At)

h(t) — dada a sobrevAi;Jénicia individual até t — % [lOg(S(t))] (2_4)

L Hyie)
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Figura 2.19: Representacéao grafica da funcéo risco
Fonte: LEE e WANG (2003).

A descricdo das funcdes sobrevida, densidade dmlpatidade e risco (S(t), f(t) e
h(t), respectivamente) é feita para diferentes mosdde distribuicdo de frequéncia. Um
destes modelos € o modelo de distribuicdo Weiluél € bastante utilizado na descricdo da
vida util de dispositivos eletronicos, pecas, egmipntos e micro-organismos. Este modelo é
caracterizado por dois parametrgse L. O parametroy determina a forma da curva de
distribuicdo e o valok determina sua escala. Quandé 1, a taxa de risco é constante ao
longo do tempo, quandp< 1 ocorre morte prematura. Valoresyde 1 representam uma
morte associada ao desgaste natural sendo queewvaotre 3 e 4 tornam o modelo de
Weibull préximo a distribuicdo normal. A taxa deco aumenta quandpo> 1 e diminui
quandoy < 1 ao longo do tempo e, dessa forma, a distdoute Weibull pode ser usada para
modelar a distribuicdo de sobrevivéncia de uma lagfo que apresenta taxa de risco
crescente, descrescente ou constante. A Tabelagréfenta as equacdes deste modelo (LEE
e WANG, 2003).
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Tabela 2.10. Equacdes da distribuicdo de Weibull

Funcéo Equacao
= . — - —
Funcéo densidade probabilidade £(8) = %G)V @ 10 7,250 (2.5)
Funcgéao de distribuicba cumulativa F(t) =1— e_(%)y (2.6)
Funcgéo sobrevida S(t) = e_(%)y (2.7)
Funcéo risco y t\Y 1 (2.8)
ho = 5(3)

Fonte: LEE e WANG (2003).

Uma forma alternativa ao uso dos modelos paramétriorresponde ao uso dos
modelos ndo paramétricos como 0s modelos de K&yaer. Os modelos ndo paramétricos ,
também chamados modelos livres de distribuicao, nenos eficientes quando os tempos de
sobrevivéncia seguem uma distribuicao tedrica exsdie indicados quando esta distribuicéo
€ desconhecida ou quandos os dados experimentagergjustam de forma esperada a estas
distribuicbes. Os modelos ndo paramétricos sdo éambteis como etapa grafica de
avaliacdo destinada a escolha do modelo de digtéib, ou seja, pela forma gréafica das
distribui¢cdes indicadas pela analise ndo paranaéripossivel simplificar quais distribuicdes

devem ser testadas no ajuste.

2.3. Determinacao das caracteristicas fisico-q@isnmio chocolate

Entre os principais constituintes do chocolate dquituem nas propriedades e
estabilidade do mesmo estdo os lipideos, os cadbogle a agua. Além da influéncia nas
caracteristicas sensoriais, que sao discutidageno 2.4, estes fatores influem de forma
complexa nas caracteristicas fisico-quimicas. keipéd por exemplo, afetam o ponto de fuséo
do chocolate, o valor energético e a vida util gmita de reacdes de rancificacdo e oxidacao
(SOUZA, 2010).

Pela importancia e influéncia destes constituineespropriedades dos chocolates os
mesmos sdo determinados e a andlise da compogigdttuwi uma informacdo importante
que consta no rétulo dos chocolates e ajuda a eanger as caracteristicas dos diferentes
tipos de chocolate.

Os lipidios sdo compostos organicos constituidoxipalmente de triacilgliceroéis
de acidos graxos que atuam no transporte das wmigantipossolluveis, fornecem acidos graxos
e tém alto valor energético (cada grama de lipfdetece 9 kcal). A determinacao de lipidios

em alimentos € feita, na maioria dos casos, pelea@o com solventes, sendo que o
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procedimento mais simples é fazer uma extracdoiraemtem aparelho do tipo Soxhlet,
seguida da remocé&o por evaporacao ou destilac&oldente empregado. O residuo obtido
nao € constituido unicamente por lipidios, mastpdos os compostos que, nas condi¢cdes da
determinacdo, possam ser extraidos pelo solvenss em quantidades relativamente
pequenas, que nao chegam a representar uma ddesgmgficativa na determinacdo. Em
produtos a base de chocolate com alto teor de asagao Instituto Adolfo Lutz (2008)
recomenda que seja utilizado o método de deteri@inde lipideos com hidrolise prévia. O
principio do método baseia-se na hidrdlise prédaanhostra, extracdo e quantificacdo do
residuo obtido apds a remocgéao do solvente.

A avaliacdo do teor de agua é importante para peeestabilidade e a seguranca dos
alimentos com relacdo ao crescimento microbiano, tasas de reacfes quimicas
deterioradores e propriedades fisicas (FONTANA,8)98la determinacédo da influéncia da
agua na estabilidade e outras caracteristicasasitadio € o teor da mesma que influi e sim a
forma na qual a 4gua se encontra, sendo que esta #bavaliada pela atividade de agua. A
atividade de agua expressa a disponibilidade da agwalimento e é definida como a relacao
entre a pressdo de vapor de agua em equilibrio renalimento e a pressédo de vapor de
saturacdo de 4gua na mesma temperatura (Equaga®e.tnaneira geral, quanto maior o
teor de agua, maior ¢ a atividade de agua e maensibilidade a deterioracdo (ARAUJO et
al., 2009). A medida da disponibilidade de aguaavantre 0 (dgua totalmente ligada) e 1
(dgua totalmente livre). O chocolate € um alimentrobiologicamente estavel, pois

apresenta atividade de agua inferior a 0,6 (GAVA8).

Py
aW - psat
v

(2.9)

Na qual, @ é a atividade de agua, P a pressdo de vapor de agua em equilibrio com o
alimento e P* é a pressdo de vapor de agua em equilibrio cora agra (presséo de

saturacao).

2.4. Analise sensorial de chocolate

A avaliacdo das caracteristicas relacionadas aor,saldor e aspectos e outras
propriedades sensitivas proporcionadas pelo chiecaddo determindadas pela analise
sensorial do mesmo. Este tipo de analise tem aseslrientificas estabelecidas durante a 22
Guerra Mundial nos Estados Unidos. Diante da netsds de estabelecer os motivos pelos
quais as tropas rejeitavam um grande volume deoyag@bora estivessem perfeitamente

balanceadas, foram desenvolvidos métodos objefjuegpassaram a constituir as técnicas de
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andlise sensorial. Inicialmente, a andlise serisegiabaseava na avaliacdo subjetiva das
observacbes relacionadas a aparéncia, odoturaéconsisténcia e sabor do alimento
(OLIVEIRA, 2008).

Esta abordagem inicial evoluiu para uma discuss@o ftindamentacdo em testes
estatiticos, que no Brasil sdo regulamentados pefma ABNT-NBR 12806 (1993) que
define analise sensorial como sendo “uma disciptileatifica usada para evocar, medir,
analisar e interpretar reacdes das caracteristicas alimentos e materiais como séo
percebidas pelos sentidos da viséo, olfato, gtatime audicdo”. Seja qual for o método a ser
escolhido para analise sensorial do produto enngekémento, 0 mesmo deve se basear na

resposta de questbes fundamentais, conforme mostealligura 2.20 (OLIVEIRA, 2010).

Test Al . L ]
Produto desi:i:i:os ! D_escnt‘n a Quais sio os atributos
Quantitativa sensoriais?
Teste | Para que atributos existe
i diferenca?
Provador Duo-Trio €
Comparacio
Pareada
Anélis_e Testes Teste E diferente?
Sensorial discriminatérios Triangular As pessoas notaram a
diferenca?
Teste de | ¢
Ordenacio
Teste de diferenca
de Controle
Teste de

Testes aceitacio Gosta ou desgosta?
Afetivos Qual prefere?
Teste de O gue mais gosta?

Preferéncia

Figura 2.20: Metodologias de Analises Sensoriais.
Fonte: OLIVEIRA (2010).

Atualmente, a andlise sensorial € utilizada construmento chave na selecdo de
produtos, na pesquisa e desenvolvimento de nowodufms, na definicAo do padrédo de
identidade e qualidade do alimento e, na avaliadao aceitacdo pelo consumidor
(OLIVEIRA, 2008).

Os testes descritivos referem-se 0s componentpardmetros sensoriais e medem a
intensidade em que séo percebidos atributos coraérga, odor e aroma, textura oral e
manual, sensacgfes tateis e superficiais, sabomste.gAs metodologias associadas a estes
testes exigem que os julgadores sejam treinadéwm@ a usar uma escala de quantificacéo
dos atributos de forma consistente. Esta escala ptlizar pontos ou ser apresentada de
forma nédo estruturada em formato de régua.
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Os testes discriminatorios medem atributos espesisimples por comparacdes que
indicam se existem ou ndo diferencas estatisticle amostras. Entre os teste apresentados
na Figura 2.20, o teste triangular € utilizado pessa finalidade por se tratar de um teste
simples que nao caracteriza os atributos respoissgeda diferenca, avaliando o produto
globalmente. O teste consiste na verificacdo dsténcia de diferenca sensorial entre duas
amostras que sofreram tratamentos diferentes (ngadde ingredientes, processamento,
embalagem ou estocagem). Nesta metodologia, trésteas, nas quais duas sao iguais e uma
é diferente, sé@o codificadas e apresentadas defakeatoria para um conjunto de 20 a 40
julgadores voluntarios e nao treinados para quieavajual € a amostra diferente dentre as
trés degustadas (Figura 2.21). A andlise dos estagdté estatistica e se baseia no nimero de
acertos, sendo a probabilidade de acerto iguaB §QALIVEIRA, 2010). O desenvolvimento
estatistico segue uma distribuicdo binominal e riessmtado de forma mais detalhada no

Anexo 2.

Amostra: Julgador: Data:

Vocé esta recebendo trés amostras codificadas, sendo duas iguais e uma diferente.
Identifique com um circulo a amosira diferente.

Comentarios:

Figura 2.21: Modelo para realizacao do teste tr&arg
Fonte: ABNT, NBR 12995, 1993.

Os testes afetivos sdo uma forma usual de se mexgimido de um grande numero
de consumidores com respeito as suas preferérgigsps e opinides. Sdo empregadas
escalas, sendo as mais utilizadas as de intensiladénica, do ideal e de atitude ou de
intencdo. Os julgadores nao precisam ser treinbdsgndo ser consumidores frequentes do
produto em avaliacdo. Os testes sao divididos eas dategorias: testes de aceitacao e testes
de preferéncia. O teste de aceitacdo por escatanivaddefine de forma globalizada ou em
relacdo a um atributo especifico o grau de gostdesgosto de um determinado produto. As
escalas mais utilizadas sao as de 7 e 9 pontomromapresentado na Figura 2.22. Quando

o teste é aplicado a uma Unica amostra, o mesmelar@apenas o estado afetivo do
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consumidor em relacdo ao produto, ja para os @sapue existem duas ou mais amostras, as
mesmas sdo codificadas e dispostas aleatoriamargesprem avaliadas segundo a escala
apresentada. O Anexo 3, apresenta detalhes donéatta estatistico dos resultados para
situacOes em que existem mais de duas amostragIilINSO ADOLFO LUTZ, 2008).

Amostra: Julgador: Data:

Vocé esta recebendo quatro amostras codificadas. Avalie globalmente cada uma segundo o
grau de gostar ou desgostar, utilizando a escala abaixo

(9) gostei extremamente ()
(8) gostei moderadamente

(7) gostei regularmente ()
(6) gostei ligeiramente

(5) nio gostei, nem desgostei ()
(4) desgostei ligeiramente

(3) desgostei regularmente ()

(2) desgostel moderadamente
(1) desgostei extremamente

Comentirios:

Figura 2.22: Modelo de escala heddnica
Fonte: ABNT, NBR 14141, 1998.
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CAPITULO 3 — MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado em trés etapas, conformeratis pela Figura 3./A primeira
etapa consistiu deestes preliminareccom trés experimentos distintos: formulagbes
bombom com culturanista L. paracasei, Lrthamnosus, L. acidophill) na forma liofilizada;
formulacdes de bombom com cultura L. acidophillusLA-5 na forma liofilizada, cor
adicdo de 4cido ascobico em diferentes concens para avaliacdo do efeito protetivo
mesmo na sobrevida das cél; formulacdo de barras de chocolate com culiL.
acidophillus LA-5 com célula obtidas por meio de fermentacdo em meio M1 (MFNa
segunda etapa, féeito um estudo da cinética de morte celular ermédacdes do tipo bari
preparadas com diferentepos de chocolates e realizada a contagem celulamgo de 2
dias de armazenamento. As células usadas nas &mdesl eram obtidas por meio
fermentacdo, depois centrifugadas e adicionadagr@duto diretamente ou apds secal
prévia. Nesta etapa, ntdém foram realizadas analises fi-quimicas A terceira etapa
consistiuda avaliagdo da cinética de crescimento e mortdacede formulacé de chocolate
ao leite (C2)preparadas com células provenientes de trés meatistet (M1, M2 e M3),
além de estes de analise sensorial. Os itens que se segpassgntam de forma detalhad:

metodologia® procedimentos adotados durante todas as ¢

Etapa 1: Testes
Preliminares

* Formulagdes de
bombom com cultura
mista (B1, B2, B3)

* LA5 e adicao de &cid
ascorbico (B4, B5, B¢
B7)

* FormulagcGes em barr
com células
fermentadas (C2, C3,
C4)

Etapa 2: Cinética da
morte celular e
avaliacdes
complementares
«C1,C2,C3,C4
» Quantificacao celular
* Armazenamento 28
dias
* Sem secagem
* Com secagem
* Atividade de agua
 Teor de lipideos

Etapa 3: Avaliacao de
células em diferente
condicoes e analis
sensorial

« M1, M2, M3

* Quantificagéac
cresciment

« Armazenamento 2
dias

» Analise sensori

Figura 3.1: Seqncia dos testes experimentais
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3.1. Fermentacoes

As fermentacdes foram realizadas com micro-orgamsdractobacillus acidophillus
LA-5, provenientes do produto comercial Biorich, esator batelada com volume total de
250 mL e volume util de 200 mL com movimento orbfsnaker com rotacéo de 300 rpm) a
temperatura ambiente de 25&4por 48 horas. Nas fermentacdes foram utilizadgis i1,
M2 e M3, os quais sdo apresentados pela Tabel®3fescimento celular nos trés meios foi
monitorado, através de contagem por plaqueameasotempos de 0, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 24,
36 e 48 horas.

Tabela 3.1: Composi¢cdo dos meios de cultura

Meio Substancia Quantidade
Peptona de caseina 10 g/L
Extrato de carne 10 g/L
Extrato de levedura 5g/L
Glicose 20 g/L
M1 Tween 80 1g/L
(MRS) Fosfato de potassio dibasico 2g/L
Acetado de sddio 5¢g/L
Citrato de amoénio 2 g/L
Sulfato de manganés 0,05 g/L
Sulfato de magnésio 0,2 g/L
Glicose 20 g/L
M2 Levedo de cerveja 6 g/L
Extrato deCamellia sinensis* 25% (v/v)
M3 Glicose 20 g/L
Levedo de cerveja 6 g/L

* preparado com 10,5 g de folhas secas para 506amdgua destilada

O meio M1 (MRS) é largamente utilizado em estudom dactobacilos e foi
utilizado por Aragon-Alegro (2007) no desenvolvinteerde um mousse de chocolate
probiotico. Os meio M2 e M3 foram elaborados comtoito de se obter meios mais simples,
que fossem capazes de gerar células que pudessadidenada as formulacbes a serem
degustadas. O extrato @amellia sinensipossui agentes anti-oxidantes e foi adicionado ao
meio M2 para se avaliar o efeito protetivo do mesras formulacbes de chocolate ao leite

testadas.

3.2. Condicdes de preparacdo das células das fexpdes para uso nas formulagbes
probidticas em barra
A preparacdo das células fermentadas para usoomamilécbes probidticas foi

realizada por um processo de separacdo em ultrdogat seguido por secagem em estufa
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com circulagdo forcada de ar. Foi utilizado umaackntrifuga refrigerada Hitachi CF

15RXII a 12000 rpm por 5 minuto e a temperatur@d€. As condicdes operacionais da
secagem foram circulacéo forcada, temperatudttie +/- 1°C e umidade relativa do ar de
aproximadamente 41%. As células preparadas foraantifjaadas por meio de contagem
celular por plagueamento ap0s os tempos de secdgein8 e 24 horas para verificacdo da
sobrevivéncia celular ap6s a secagem. A umidadd¢ivaldo ar na estufa foi avaliada por

medida da temperatura de bulbo Umido e temperdeubailbo seco.

3.3. Formulag@es probidticas em bombom

Foram preparadas sete formulagdes de bombonsodelate recheados com adicéo
de células probidticas ao recheio. As células fantihzadas na forma liofilizada constituidas
por lactobacilos provenientes de duas variedadesrattutos comerciais. Na Tabela 3.2 é
apresentada a composicédo dos recheios e os laibbsbpiesentes nos produtos comerciais
utilizados. O acido ascobico foi adicionado as fdagdes (B7 a B9) visando avaliar o efeito
do mesmo na sobrevivéncia das células e a forrmB4doi usada como controle.

Tabela 3.2: Formulag¢des utilizadas

Simbologia Composicao Nome do produto comercial
5 g chocolate (30,77%) Lacto-Pré
Bl 8,75 g de leite condensado (53,85%)

2,5 g de coco ralado (15,38%) (cultura mista)

5g chocolate (28,17%)
B2 8,75 g de leite condensado (49,30%)
4 g de chocolate (22,54%)

Lacto-Pré
(cultura mista)

5 g chocolate (32,79%)
B3 8,75 g de leite condensado (57,38%)
1,5 g de leite em pé6 (9,84%)

Lacto-Pré
(cultura mista)

5 g chocolate (30,77%)
B4 8,75 g de leite condensado (53,85%)
2,5 g de coco ralado (15,38%)

Biorich

5 g chocolate (30,76%)
8,75 g de leite condensado (53,83%) Biorich

BS 2,5 g de coco ralado (15,38%)
6,25 mg Acido ascorbico (0,04%)
5 g chocolate (30,75%)
B6 8,75 g de leite condensado (53,80%) Biorich

2,5 g de coco ralado (15,37%)
12,5 mg Acido ascérbico (0,08%)

5 g chocolate (30,72%)
B7 8,75 g de leite condensado (53,76%)
2,5 g de coco ralado (15,36%)
25 mg Acido ascorbico (0,15%)

Biorich

Nota : Lactobacilos presentes no Lacto-Rr@aracasei, L. rhamnosus, L. acidophillus
Lactobacilos presentes no BiorichacidophillusLA-5
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Nos ensaios com as formulacbes Bl, B2 e B3 forafizaglas contagens das celulas
nos tempos 3 e 26 dias de armazenamento (armazenegecodicbes ambientais, 25 °C +
4°C), utilizando a metodologia do niumero mais pveV&NMP) e plaqueamento, descritas no
item 3.7, as formulacdes B4, B5, B6 e B7 foramiadals para o tempo de 17 dias e a adicao

de acido ascorbico objetivava avaliar o efeito dssmo na sobrevivéncia das células.

3.4. Formulacdes probidticas em chocolate em barra

Foram preparadas oito formulacGes probioticas algobacillus acidophilludA5
em barras de diferentes variedades de chocol&teagiedo de células fermentadas em meio
M1 (MRS), com adicdo das mesmas sem secagem @avi@m secagem prévia de 2h,
conforme mostrado na Tabela 3.3.

A separacédo das células foi realizada por cenagég a 12000 rpm com adicdo de
10" células /g de chocolate. Para cada formulacdanfdiitas contagens para avaliar a
sobrevida das células, imediatamente ap6s o prepaodongo de 7, 15, 21 e 28 dias através
do método de plagueamente descrito no item 3.7.

Tabela 3.3: Formulacdes de chocolate tipo barra

Simbologia Tipo de chocolate Tempos de
secagem
C1 Chocolate branco (0% de sélidos de cacau) 0 e 2h
C2 chocolate ao leite (25 % de solidos de cacau) e 210
C3 chocolate meio amargo (53 % de sélidos de cacau) 0 e 2h
C4 chocolate amargo (70% de sélidos de cacau) hOe?2

Nota- secagem em estufa com circulacao forcad4°@ #4/- 1°C com umidade relativa do do ar de 41%

3.5. Estudo da formulacéo de chocolate em barleiteo

A formulacao de chocolate ao leite sem secagemagpdas células fermentadas foi
preparadas com o uso de células geradas em me{R3) e meios com adicao de glicose
e levedo de cerveja com auséncia e presenca dacedeCamellia sinensigmeios M3 e M2
descritos no item 4.1). O extrato Gamellia sinensi$oi adicionado ao meio M2 para se
verificar o efeito protetivo do mesmo na sobrewdda células. Cada uma destas formulactes
foi avaliadada em termos de contagem celular pqygamento para 0, 4, 9, 14, 18, 23 e 28

dias de amarzenamento a temperatura de 22 + 2
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3.6. Andlise sensorial

3.6.1. Teste triangular

O teste triangular foi realizado em cabines seaka® Centro Tecnologico de
Alimentos “Fabio de Araljo Motta” (CETAL/SENA), localizado na cidade de Uberlandia,
com 25 alunos voluntarios, com idades entre 16 ertss, do segundo periodo do curso
Técnico de Alimentos. Foram apresentadas a cadeatéoio trés amostras de chocolates em
barra codificadas, sendo duas iguais e uma dife(&nura 3.2). Os alunos eram orientados a
escolher dentre as trés amostras degustadas ar@uwiferente na presenca de uma luz
vermelha para dificultar a vizualizagéo de qualglifarenca visual entre as amostras.

Figura 3.2: Amostras codificadas oferecidas aléattente aos candidatos

3.6.2.Teste afetivo

O teste foi realizado na Faculdade de EngenharieniQa da Universidade Federal
de Uberlandia e no Centro Tecnologico de Alimentdsbio de Araujo Motta”
(CETAL/SENALI), ambos localizados na cidade de Ukatla, com 67 alunos e funcionarios
voluntarios. Foi apresentada aos voluntarios umastia de chocolate em barra com células
de Lactobacillus acidophilud.A-5 provenientes de fermentacdo em meio M3, jmetsie
com uma ficha de escala hedbnica que apresentavaseers extremos de “gostei
extremamente” a “desgostei extremamente”, alémnok pergunta que verificava a intencéo
de compra do produto. A Figura 3.3, representamacéxata da ficha utilizada no teste

afetivo.

! Rua Ernesto Vicentini, 245 — B. Roosevelt — Uberlandia - MG
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Idade: Sexo: Data:

Marque a opcdo que demonstre sua avaliacdo glatahdstra, segundo o grau de
gostar ou desgostar.

(9) Gostei extremamente

(8) Gostei moderadamente

(7) Gostei regularmente

(6) Gostei ligeiramente

(5) N&o gostei, nem desgostei
(4) Desgostei ligeiramente

(3) Desgostei regularmente
(2) Desgostei moderadamente
(1) Desgostei extremamente

Com base na avaliagéo realizada, vocé compraggestiuto?

Figura 3.3: Ficha utilizada no teste afetivo

3.7. Quantificacdo do numero de células

As contagens celulares foram realizadas por numeas provavel (NMP) em
triplicata para cada diluicdo e por plagueamentopenfundidade. Na técnica de NMP um
grama da amostra era dissolvido em 10 mL de agp@meda (1% p/v) e desta solucdo era
utiizada 1 mL em sucessivas diluicdes com solugédutora (Tabela 3.4) seguido da
distribuicdo do meio diluido em M1 (MRS), conforrmostrado na Figura 3.4. No
plagueamento um grama de amostra era dissolvidd@mL de leite desnatado em poé
reconstituido a 10%, a temperatura de 45°C (HeRititection Branch, MFO-11, 1981),
sendo que 0,1 mL de cada diluicdo preparada dizada no plagueamento em meio MRS

adicionado de 20 g/L de agar conforme mostra Ri§us.

Tabela 3.4: Composic¢ao da solucao redutora

Substancia Quantidade
Solugéo de resazurina 0,1 % 4 mL/L
Acido ascorbico 0,1g/L
Cloreto de sédio 8,5 g/L
Tioglicolato de sodio 0,124 g/L
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9 mL sol.

9 mL meio MRS
redutora

ImL

amostra C - 1
—
[ Fl/,\ Y
10 mL dgua __/
amostra  peptonada

5

Figura 3.4: Procedimento para contagem de lactlmsacom utilizagcdo de NMP.

10 mL 9mL 9mL 9mL
leite leite leite leite

B N B s
i o oo

C——1 = —] = i R S—

A A
T T MRS+agar

Figura 3.5: Procedimento para contagem de lactlmsacom utilizagéo de placas.

amostra

3.8. Atividade de agua e avaliacao visual
A analise da atividade de agua nos produtos prépsrfi realizada com intuito de
se verificar a seguranca e estabilidade das fogdetapreparadas quanto deterioracdo. O

ensaio foi realizado por via instrumental utilizarebijuipamento Novasina calibrado com os
sais relacionados na Tabela 3.5. O Anexo 1 ap@ssnturvas de calibracao.
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Tabela 3.5: Relacéo de atividade de agua de saspastrucdo de curva de calibracao

Sais aw
Cloreto de magnésio 0,328
Carbonato de potassio 0,432
Cloreto de sédio 0,753

Fonte: Measuring water activity,fausing the novasing,aenter, 2006

A avaliacao visual foi realizado ao longo das quatemanas de estocagem dos
produtos através a observacdo de trés parametrescirnento de fungos na superficie,
crescimento de fungos no interior e mudanca degarente.

3.9. Teor de Lipideos

A andlise do teor de lipideos foi feita em extraterSoxhlet com hidrdlise prévia em
metodologia indicada pelo Instituto Adolfo Lutz () (Lipidios ou extrato etéreo com
hidrolise acida prévia — Método B). Neste métodm@mrio pesadas cerca de 15 gramas de
chocolate em barra. A amostra foi diluida em 100delagua quente e adicionou-se 60 mL
de acido cloridrico e algumas pérolas de vidrooligao foi coberta por um vidro de relogio
e colocada em chapa elétrica, aguecendo-se at&d&hupermanecendo em ebulicdo por
cerca de 30 minutos. O vidro de relogio foi lavadbre a solugdo da amostra com 160 mL de
agua gquente. A solucao foi filtrada em papel deofipreviamente umedecido. O béquer e o
residuo do papel de filtro foram lavados com aguentg e nitrato de prata 0,1 M até que o
filtrado exibisse uma reacdo neuta, indicada copelpadicador, ou auséncia de cloretos. O
papel de filtro contendo os residuos foi colocanlores outro papel de filtro seco e o conjnto
colocado em vidro de relégio e seco em estufa &C.0Bpds a secagem, foram feitos
cartuchos com os papeis, de forma a envolver ol plgpitro com a amostra. O cartucho foi
anexado ao extrator Soxhlet e 0 mesmo acopladaléo be fundo chato, previamente seco a
105°C e tarado. Adicionou-se éter de petroleo eantigade suficiente para a extracao e o
conjunto foi acoplado em um refrigerador de batagntendo o sistema sob aquecimento em
chapa elétrica por 4 horas. O éter foi redestiaddaldo com o residuo extraido foi seco em
estufa a 105°C até peso constante, sendo res&radiessecador até a temperatura ambiente.

O resultado da andlise é expresso em porcentagém) @re obtido pelas Equacdes
3.1e3.2.

Myipideos = Mpaido+lipideo — Mpaldo (3.1)
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%lipideos = ipideos w100 (3.2)

Mamostra

Nas quais: mpideos € @ massa de lipideos extraidaxghipidcec€ @ Mmassa do baldo com o
residuo da extracdo apOs a secagepazd® a massa do baldo previamente secq.gsmeé a

massa de chocolate pesada.

3.10. Tratamento estatistico dos dados

Na avalicdo cinética da morte celular das formwdacée chocolate ao leite com
células provenientes de trés meios fermentativesnths (M1, M2 e M3), o tratamento
estatistico dos dados com as fun¢Bes sobrevidaibdisdo de densidade probabilidade e
risco foi feito pela significancia dos parametresps padrbes dos mesmos e coeficiente de
correlagdo do modelo utilizando, para tanto, regr@sao linear com funcdo objetivo soma
dos quadrados dos desvios com ajuste feito pelododéte Newton segundo rotina padrao nls
do software estatistico R na sua versdo 2.13.R Developement Core Tear®011). A
descricdo da andlise de sobrevivéncia foi feit@ peésmaosoftwareutilizando a biblioteca

survivale as funcdesurvreg( )e survfit ( )que utiliza maxima verossimilhanca.
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CAPITULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Testes Preliminares

A Figura 4.1 mostra a contagem celular obtida mardempos de 3 e 26 dias de
armazenamento das formulacdes de chocolate coreioeBi, B2 e B3 . Pelos resultados,
pode-se verificar que 0S micro-organismos, exisgergm uma cultura mista na forma
liofilizada, séo capazes de sobreviver as condigdesais de armazenagem de um bombom.
O que significa que é viavel trabalhar com prabd®, provenientes de uma cultura mista e
na forma liofilizada, em produtos de chocolate cauoheio, visto que apdés 26 dias de

conservagcao observa-se que existe uma quantidadsidecivel de micro-organismos

B =3 dias
. i [ =26 dias
B1 B2 B3

Figura 4.1: Contagens celulares nas formulacée8BE B3.

presentes.

Cellg
1e+07 1e+08

1e+06

1e+05

A Figura 4.2 mostra o resultado obtido para asmibacdes B4, B5, B6 e B7
preparadas com a forma liofilizada dactobacillus acidophilud A-5 avalidadas para um
tempo de armazenamento de 17 dias. Esta figuré&rangse a cepa LA-5 apresenta uma
guantidade de células viaveis por grama de proguéojustifica o0 estudo da mesma como
produto estavel e que o &cido ascobico adiciomasoformulacdes B5, B6 e B7 (0,04%,
0,08% e 0,15% de acido ascorbico) para conseagsmcélulas ndo foi capaz de reduzir a
morte celular nas condi¢cfes e concentracdes tasta@damdo comparado a formulacdo B4 que
ndo possuia acido ascérbico. Embora a adi¢cdo de ascorbico em formulacdes de iogurtes
com L. acidophilus melhoram a viabilidade (Dave e Shah,1997), parandtacbes de

chocolate este comportamento ndo foi observado.
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log(Cel'g)

B4 B5 B6 B7

Figura 4.2: Resultados das contagens celularesigioata das formulacdes B4, B5, B6 e B7
para 17 dias de armazenamento

As Figuras 4.3 e 4.4 apresentam a quantificacamdeentracdo celular da cepa de
Lactobacillus acidophilugA-5, na forma liofilizada, em chocolates em baroan as células
geradas por fermentacdo em meio M1 (MRS) seguidasedaracdo em centrifuga e adigcéo
das mesmas ao chocolate, em diferentes formulaB@esebe-se que a passagem do uso da
forma liofilizada para forma com células fermentadasubstituicdo do produto tipo bombom
para o produto tipo em barra para as variedadetalate ao leite (formulacdo C2) , meio
amargo com 53% de cacau (formulacdo C3) e amango7€%6 de cacau (formulacdo C4)
sdo capazes de gerar chocolates probidticos contidade de células que caracterizam uma
vida atil compativel com o uso do produto com fodéecélulas de lactobacilos. Bombons
caseiros geralmente sdo produzidos em pequenatidguakes e consumidos de forma rapida
(recém-elaborados). Richter e Lannes (2007), ceraid como recém-elaborados, bombons

com no maximo 5 dias de preparo.
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Figura 4.3: Contagem celular em formulagdes C2¢ C3, apos 16 dias de armazenamento.
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Figura 4.4: Intervalo dos dados experimentais:agerh celular em formulagbes C2, C3 e
C4, ap6s 16 dias de armazenamento.

A Figura 4.5 ilustra e resume a sequéncia de esfagtapresentados e discutidos nas
Figuras 4.1 a 4.4. Pode-se observar que é viawabaso produto nos trés tipos de
formulacdes e condicbes testadas. As formulacoe8B1B3, B4, B5, B6 e B7 possuem vida
de prateleira similar as formulacdes C2, C3 e Gto®se pela continuidade do trabalho com

0 uso de chocolate sem recheio, devido a maiolidade de preparo e maior vida util que
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barras apresentam em relacdo aos bombons comagpbis nestes Ultimos o recheio tenc
deteriorar o produto com maior rapic

Formulacdes B1, B2 e B3

As células probioticas de cultura mista, na forma
Contagem em 3 e 26 dias liofilizada, mantém a viabilidade para formulagGes do

' tipo bombom

Formulacdes B4, B7, B8 e B9

A adicao de acido ascébico ndo gerou uma melhora
Contagem em triplicata com 17 dias no tempo de sobrevivéncia celular. E vidvel o uso da
cepa Lactobacillus acidoplhillus LA-5.

Formulacdes C2, C3 e C4

O uso de celulas na forma fermentada e viavel.
Contagem em triplicata com 16 dias Substituicdo de formulacées do tipo bombom por
formulagoes do tipo barra é viavel

Figura «5: Sintese dos resultados preliminares.

4.2. Avalicaoda estabilidac

A quantificagdo das concentracdes celulares em teasoslas formulagdes d
variedades chocolate branco (C1), ao (C2), meio amargo (C3) e amargo (C4) mostra
houve um decréscimo celular ao longo de tempo de armazenamento c8 dias, como
mostra a Figura 4,6para formulacdo que continham células fermentadasneio M1
separadas por centrifugacéo e adicionadas ao eteceem secagem prévia das me. Ao
final de 21dias de preparo, todas as formulacbes testadaseapsgam contagens celula
superiores a focel de micr-organismospara uma porcédo usual (30g) que represer
tamanho médio de uma barra de chocolate. Este é satisfatorio pa uso probiético das
diferentes formas de chocolate testadas como mecaseiroscomerciais que contenhe
células. A Figura 4.6nostra ainda que a variacdo do tipo de chocoléteash estabilidac
celularsendo que a formulacédo C2 é a mais estavel e alfagéo C1 é mais instavel, pois
C1l apresentou maioresdecréscimos nas concentracdes celulares e a fayaoulé2
apresentou menoregcréscimos para 0 armazenamento de 2.
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Figura 4.6: Resultado das contagens celulares esteem secagem prévia das células

expressos em termos do valor médio e erro padrao.

Desejava-se avaliar a influéncia da secagem poasacélulas a serem adicionadas as
formulacbes e, assim, células foram fermentadasneio M1, separadas em centrifuga e
secas em estufa de circulagéo forca (T= 44°C +,18€h)do quantificadas por plaqueamento
para os tempo de 2, 8 e 24 horas. Os resultadossesppados na Figura 4.7, mostram que a
secagem nao foi capaz de destruir uma quantidagfisativa de células, mantendo uma
concentracdo celular superior®Xl/g. A avaliagéo visual mostrou que um temp@ dieras

era suficiente para a secagem das porcoes testada.

1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05

1,00E+04

Cel/g

1,00E403
1,00E402

1,00E+01

1,00E+00

Tempo de secagem (horas)
W2zh EBh W24h

Figura 4.7: Contagem celular apds a secagem dalasé&m diferentes tempos
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Entdo, as mesmas formulacbes apresentadas peliaa Higlforam preparadas com
células fermentadas em meio M1 (MRS) e centrifugasleguido de secagem por 2 horas. A
Figura 4.8 apresenta o resultado das contagenmmeswas formulagdes C1, C2, C3 e C4
preparadas com as ceélulas previamente secas. Aacagdp entre estes dois experimentos,
Figuras 4.6 e 4.8, mostra que em ambos a formula@a® que aprensentou maior estabilide
ou seja menores reducdes da concentracéo celujae eC2 teve reducéo de sua estabilidade
associada a secagem. A reducédo de estabiliaddéatsacsecagem também foi observada nas

formulacdes C3 e C4.
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Figura 4.8: Resultado das contagens celulares emmsb@om secagem prévia das células por 2
horas expresso em termos do valor médio e err@padr

A medida de atividade de agua, apresentada naa~g8r foi realizada com as barras
sem células e com células (sem secagem prévia esecagem). Analisando a Figura 4.9,
percebe-se que os diferentes tipos de chocolaesamam baixa atividade de agua (valores
inferiores a 0,5), o que favorece a estabilidade fdamulacdes. As diferencas entre as
atividades medidas ndo sao significativas e, ptwtamdo sao capazes de explicar a maior
estabilidade de um tipo de chocolate em relacdowm tipo. Segundo Gava (2008), a

atividade de agua menor que 0,6 garante a estadjdato confirmado na Tabela 4.1, que
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naslldodes durante o periodo de

C1 puro
C2 puro
C3 puro
C4 purg
C1 com cel
+« C2 com cel
C3 com ceal
= C4 com cel
& (1 seco
C2 seco
® C3seco

¥ e &

descreve as mudancas observadas visualmente
armazenamento.
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Figura 4.9: Medidas das atividade de agua.

Tabela 4.1: Avaliacao visual das formulacbes

Formulacdo Caracteristica

Semana 1

Semana2 Semana 3 Semana 4

C1 Crescimento de fungos na superficie - - - --- --- ---

(O hora  Crescimento de fungos no interior --- --- --- ---
secagem) Mudanca de cor aparente --- --- --- ---
C2 Crescimento de fungos na superficie - - - --- --- ---

(O hora  Crescimento de fungos no interior --- --- --- ---
secagem) Mudanca de cor aparente --- --- --- ---
C3 Crescimento de fungos na superficie - - - --- --- ---

(O hora  Crescimento de fungos no interior --- --- --- ---
secagem Mudanca de cor aparente --- --- --- ---
C4 Crescimento de fungos na superficie - - - --- --- ---

(O hora  Crescimento de fungos no interior --- --- --- ---
secagem) Mudancga de cor aparente --- --- --- ---
C1 Crescimento de fungos na superficie - - - --- --- ---

(2 horas Crescimento de fungos no interior --- --- --- ---
secagem) Mudanca de cor aparente --- --- --- ---
C2 Crescimento de fungos na superficie - - - --- --- ---

(2 horas Crescimento de fungos no interior --- --- --- ---
secagem) Mudanca de cor aparente --- --- --- ---
C3 Crescimento de fungos na superficie - - - --- --- ---

(2 horas Crescimento de fungos no interior --- --- --- ---
secagem) Mudancga de cor aparente --- --- --- ---
C4 Crescimento de fungos na superficie - - - --- --- ---

(2 horas Crescimento de fungos no interior --- --- --- ---
secagem) Mudancga de cor aparente --- --- --- ---

Nota: Auséncia de alteracao-(-); Presenca de pontos com alteragie {); Alteracdo na superficie ¢ +);
Alteracdo interna e na superficie{ +)
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A andlise do teode lipideos foi realizada pi metodologia dextraagdo em extrator
de Soxhlet com hidrolise prévia em metodologiadada pelo Instituto Adolfo Lu (2008).
Os resultados obtidos na cise se encontram na Tabela,4e2estdo de acordo com valo
encontrados pelddcleo de Estudos e Pesquisas em Alimen (2006 e com a Resolucao -
CNNPA n° 12 (1978da ANVISA, que estabelece um valor minimo de 29@ode lipideo:
em chocolates. Aanalise do teor de lipideos, assim como a anatisgtididade de agundo
foi suficiente para explicar a maior estabilidade wn tipo de formulacdo em relacéo
outro.

Tabela 4.2Porcentagem de lipideos pelo método em extratxie!

Valor Tabelado

Amostra Valor Experimental (NEPA) Erro relativo*
C1 (branco) 30,73% - -
C2 (ao leite) 29,50% 30,3% 2,63%
C3 (meio amargo) 30,59% 29,9% 2,30%
C4 (amargo) 45,84% - -

|valorigpelado—valoT experimentall
P X 100

Nota: %Erro ivo =
relativo valoTtgpelado

A Figura 4.10resume os resultados encontrados no estudo comrrasldcdes d
chocolate em barra.

Formulagdes C1, C2, C3 e C4 (com secagem e sem
secagem)
Nas condicOes de estudo produto é estavel capaz de fornecer 10°

células para 30g do produto para tempo de armazenamento de
até 21 dias o que é satisfatério para o uso do produto.

Opgao por continuar o

Comparagao das Formulagoes C1,C2,C3eC4 studo com a formUISES

e chocolate ao leite, pois

C2:mais estavel ; Embora todas condi¢Bes estudadas geraram um produto estavel e de

produtos estaveis a secagem reduziu a estabilidade

V

maior consumo.

Atividade de Agua e Teor de Llpldeos

A comparacao nao apresentou
Formulacdes diversas diferencas significativas.
Produtos estaveis (Aw<0,6)

Figura 4.10: Rsumo dos estudos realizados com formulagbes CILEE C<
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4.3. Avaliacéo da formulagéo de chocolate ao (€&

4.3.1. Avaliacéo da cinética de crescimento celeardiferentes meios
Trés meios foram utilizados na fermentacéo dadaekio crescimento da massa foi

acompanhada ao longo de 48 horas, conforme moBiguea 4.11.

o _| 1
A o & 4
@ — A ]
.
“‘ = . 2
© g greae
34 .;'II
g'.. e LR o "
o A M1
87‘ m — e » M2
- = e M3
=
|
e
T T T T T |
] 10 20 a0 40 50
Tempo (horas)

Figura 4.11: Cinética de crescimento celular dadep5 em diferentes meios

A cinética de crescimento celular nos meios foiliada pelos modelos logistico

(Equacéo 4.2) e pelo modelo de Gompertz (Equaggo 4.

XoXmetmt
Xm—Xo+XoeHmt

X =

(4.2)

Na qual, % é a concentracdo celular inicial;, > a concentracéo celular final; t € o tempo (h)

e n € a velocidade de crescimento celular.

y =X, X exp [— (%) X exp(—c X X)] (4.3)

Na qual, X% é a concentracdo celular inicial;,X a concentracdo celular final; c € a

velocidade de crescimento.

Os modelos se mostraram adequados para a desddAcéimética de crescimento
celular para os meios M1 e M2, conforme pode-secrgbs na Tabela 4.3, porém se

mostraram inadequados para descricdo da cinétioaermM3. Entretanto, pode-se verificar,
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Figura 4.11, que h& geracao de células nos trésestados e que a quantidade de células

geradas é apropriada para uso das mesmas nasdgdeside probiéticos (1@el/g) ou seja

0s trés meios propostos favorecem o crescimentdaced, assim, podem ser usados nos

estudos seguintes.

Tabela 4.3: Parametros obtidos do ajuste de crestintelular

Modelo Meio Parametros
Xo(10°) 0,33+0,17 (t= 1,92; p< 0,1)
M1 Mo 0,28 + 0,04 (t= 6,74; p<0,1)
1/X» (10% 0,04 + 0,002 (t= 23,53; p<0,1)
. T - .
Regresséo néo'Llnear Modelo M2 ifg 10) gig ; 8(133 g: %32 &83
Logistico 1UXa(10F)  0.47 + 0,06 (t= 7.51; p<0.1)
Xo(10°) 0,51
M3 o 0,34
1UXn(10°) 3,14 (fornece ¥ < Xo)
C 0,15 + 0,03 (t= 5,92; p<0,1)
M1  Xq (10%) 1,23 + 0,55 (t= 2,22, p<0,1)
Xm (10°) 26,62 + 1,26 (t= 21,18; p<0,1)
. C 0,12 + 0,04 (t= 3,06; p<0,1)
Modelo de Ssomtpertz de trés M2 Xo (109 0.29 * 0.16 (t= 1,76, p<0.1)
parametros Xm (1) 2,16 +0,30 (t= 7,14; p<0,1)
C 0,28 + 0,11 (t= 2,59; p<0,1)
M3 Xo (10%) 43,08 + 94,8 (t= 0,45; p<0,7)
Xm (10F) 7,31+ 0,53 (t= 13,71; p<0,1)

As células provenientes dos trés meios fermenwtiioram adicionadas a

formulacdes de chocolate ao leite (Figura 4.12)dsejuantificadas em intervalos de 4 a 5

dias durante um tempo de armazenamento de 28 dias.

Figura 4.12: Formulagdes de chocolate ao leitegreslas com células fermentadas em meios

distintos
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Foi realizado um estudo estatistico com as fung@sevida (por modelo nao
paramétrico e paramétrico: Kaplain-Meier e Weibulgspectivamente), distribuicdo
densidade probabilidade (Weibull) e risco (Weibwl)partir das contagens celulares em
intervalos de 4 a 5 dias, por um periodo de arnaamento de 28 dias. As Figuras 4.13 a 4.15
e a Tabela 4.4, mostram os resultados obtidos gellise ndo-paramétrica. Analisando as
figuras, pode-se verificar que o maior descrésiglolar ocorreu nos primeiros 4 dias, sendo
que os meios M1 e M2 apresentaram um decréscime aw@ntuado que o meio MS3.
Fazendo-se uma estimativa do nimero de células yidguacéo 2.2), a partir dos valores de
S(t) para um tempo de armazenamento de 14 diaselese que a concentracdo celular
continua elevada, sendo que o meio M3 se destacsepanais estavel que 0s outros meios,

apresentando uma concentracdo celular maior nootestpdado.

numero de células sobreviventes em tempo superior at _ N(t)

S(t) =

(2.2)

numero total de células inicial (t=0) Ny

Tabela 4.4: Funcédo sobrevida ajustada pelo modelgaramétrico de Kaplan Meier

Meio . Intervalo de Estimativa de
. S(t) (14 dias) ' No .
Fermentativo confianca (95%) N(t=14 dias)
M1 0,00858 + 0,00054 [0,007577; 0,00971] °10 8,58x10
M2 0,00344 +0,00343  [0,000486; 0,0243] 810 3,44x1G
M3 0,1607 £ 0,02454 [0,11915; 0,2168] 810 1,61x10
5
g .
o _| Ay A A A
° T T | I I
0 5 10 15 20 25

Tempo (dias)
Figura 4.13: Funcéo sobrevida para formulacéo paglacom células do meio fermentativo

M1
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Figura 4.14: Funcao sobrevida para formulacao paelgacom células do meio fermentativo
M2
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Figura 4.15: Funcéo sobrevida para formulacéo paglacom células do meio fermentativo
M3

Na Tabela 4.5 estdo apresentados os parametrao®iplo ajuste paramétrico de
Weibull para a funcdo sobrevida. As Figuras 4.167 4 4.18 mostram a representacao
gréfica da funcdo sobrevida, funcdo densidade pititede e funcdo risco ajustadas pelo
modelo de Weibull. A Figura 4.16 confirma o restdtaencontrado pelo ajuste nao
paramétrico, mostrando que as células proveniadgesieio fermentativo M3 apresentam

maior estabilidade nas formulacdes de chocolateitey quando comparados com 0s outros
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meios analisados. O comportamento em forma de™sibgervado na Figura 4.17 revela que
ndo esta havendo morte prematura das células, sandoorte celular atribuida ao
envelhecimento (desgaste> 1 em todos os casos) das mesmas e do prodiriguta 4.18,
confirma esta informacao, mostrando que a medigaogqiempo passa existe maior risco de
morte celular.

Tabela 4.5: Ajuste da fungéo sobrevida pelo model@Veibull

Meio fermentativo y (fator de forma) A (fator de escala) R
M1 2,1393 5,4800 0,7451
M2 2,2369 4,6861 0,7349
M3 1,4385 9,4111 0,8179

o |
® |
o
© |
- o
&
<
o
N
o
o |
o

0 5 10 15 20 25 30

Tempo(d)

Figura 4.16: Representacao grafica da funcéo smareyustada pelo modelo de Weibull

0.25
|

0.20
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0.15
|

Funcao densidade
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|

0.00
|

Tempo(d)

Figura 4.17: Representacgédo grafica da funcéo dedeigrobabilidade ajustada pelo modelo

de Weibull
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Figura 4.18: Representacao grafica da funcéo epmiada pelo modelo de Weibull

Desta forma, tem-se que, embora a geracdo de £élalameios M1 e M2 sejam
adequados para obtencdo de células probidticaglalas provenientes do meio M3 geram
produtos mais estaveis. Este resultado sugereaje&cesso de sais do meio M1 reduz a
sobrevida das células no produto. O extrat€Cdenellia sinensisadicionado no meio M2
possui compostos polifendlicos e taninos que possagdo antioxidante (PRADO et al.,
2005; MONTEIRO et al., 2005) e portanto, esperavaise 0 mesmo atuasse como protetor
das células, aumentando a sobrevida das mesmasodot@ gerado, porém o resultado

encontrado foi a reducéo da estabilidade das fagdek.

4.3.2. Andlise sensorial

a) Teste triangular
O teste triangular foi realizado em cabines seaso(Figura 4.19) do Cetal/Senai,

Uberlandia, com 25 voluntarios, com idades entre 48 anos, os quais foram oferecidas trés
amostras de dois tipos distintos de chocolateite lema ndo possuia adicdo de probioticos e
a outra apresentava adicaoldeacidophilus LA-5provenientes de fermentacdo em meio M3
(Figura 4.20). As amostras foram codificadas e sgm@das de forma aleatdria aos
candidatos, sendo que das trés amostra ofereddagm iguais e 1 diferente, devendo o
candidato escolher qual das amostras era difer@atEiguras 4.21 e 4.22 mostram os perfis

do canditados em relagéao a sexo e idade.
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Figura 4.19: Montagem das cabines de analise sahpara realizacao do teste triangular

Figura 4.20: Amostras oferecidas aos candidatdeste triangular

B Masculino
O Feminino

76%

Figura 4.21: Perfil dos voluntérios do teste trislag sexo
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Figura 4.22: Perfil dos voluntérios do teste trislag idade

Entre os 25 voluntarios avaliados, 21 deles soubetifierenciar corretamente as
amostras, conforme mostrado na Figura 4.23. Estéta€o indica que existe diferenca entre
os dois produtos testados (p=0,5%), conforme eadf» na Tabela 4.6 (apresentada de forma
mais completa no Anexo 2) e demonstrando a neeelside se realizar um teste afetivo que
mostre o grau de gostar ou desgostar do consumidor.

B Acertos
O Erros

Figura 4.23: Analise Sensorial: resultado do tesagular
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Tabela 4.6: Teste triangular (unilateral, p =)1Kimero minimo de julgamentos corretos
para estabelecer significancia a varios niveigrdbabilidade.

Nivel de probabilidaden
N® total de julg. |50, 4% 3% 2% 1% 0,5% 0,1%
21 12 12 12 13 13 14 15
22 12 12 13 13 14 14 15
23 12 13 13 13 14 15 16
24 13 13 13 14 15 15 16
25 13 14 14 14 15 16 17
26 14 14 14 15 15 16 17
27 14 14 15 15 16 17 18
28 15 15 15 16 16 17 18
29 15 15 16 16 17 17 19
30 15 16 16 16 17 18 19
31 16 16 16 17 18 18 20

Nota: A tabela completa, encontra-se no Anexo 2.

b) Teste afetivo

O teste afetivo foi realizado na Faculdade de Emgeéa Quimica da Universidade
Federal de Uberlandia e no Centro Tecnologico denékitos “Fabio de Araujo Motta”
(CETAL/SENAI), ambos localizados na cidade de Uaila, com 67 alunos e funcionarios
voluntarios, com idades entre 17 e 55 anos, aads fpram oferecidas amostras de chocolate
que continhanLactobacillus acidophilug.A-5, provenientes de fermentacdo em meio M3
(Figuras 4.24 e 4.25). Os voluntarios preencheraquestionario que objetivava avaliar o
grau de gostar ou desgostar do produto atravéscdéacheddnica de 9 pontos e a intencao de
compra. As Figuras 4.26 e 4.27 mostram os perfisadditados em relacdo ao sexo e a idade.

Figura 4.24: Amostras oferecidas ao candidatoeste tafetivo
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Figura 4.25: Teste afetivo: degustacdo da amostra

40.3%

B Masculino
B Feminino

59.7%

Figura 4.26: Perfil dos voluntarios teste afetisexo

Frequency

15 20 25 30 35 40 45 50 55

IDADE

Figura 4.27: Perfil dos voluntarios teste afetidade
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O resumo dos calculos estatisticos associados empdtados do teste afetivo €
apresentado na Tabela 4.7 e Figuras 4.28, 4.290e Rercebe-se que o produto apresentou
grande aceitacdo, uma vez que dos 67 voluntario@@%hb) gostaram moderadamente e a
soma destes com 0s que gostaram extremamenteeaam@s49 (73%) pessoas. Também,
deve ser ressaltado que apenas um voluntario (1éfjou negativamente o produto,
atribuindo a este o estado afetivo de “desgoggeirbmente”. Em relacdo a intencdo de
compra 94% dos avaliadores disseram que comprarigmoduto, o que comprova a boa
aceitacdo do mesmo.

Tabela 4.7: Estatistica descritiva da analise seisteste afetivo

Sexo Idade Avaliacéo Intencdo de compra
Feminimo:40 Minima: 17 anos Minima: 4 Pessoas que comprariam o
Masculino: 27 Maxima: 55 anos Méaxima: 9 produto: 63

Média: 31,5 anos Média: 7,8 Pessoas que ndo comprariam o
Mediana:30 anos Mediana: 8 produto: 4

1° quartil: 22 anos 1° quartil: 7
3° quartil: 39,25 anos 3° quartil: 9

Desgostei
ligeramente

Nao Gostei,
nem desgostei

Desgostei
egularmente

0—5—10—15—20—25_30 35

Desgostei
oderadamente

Desgostei
extremamente

Gostei
moderadamente

Gostei
extremamente

Figura 4.28: Teste afetivo: Frequéncia absolutestelha dos diferentes estados afetivos.
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Desgostei

. ligeramente
Nao Gostei,

nem desgostei

Desgostei
regularmente
Gostei -
ligeramentg .
Y 0> 10% — 20% — 30% —40% . 50%
Desgostei
' loderadamente
Gostei ‘
regularmente .
/' '
‘ Desgostei

>
extremamente

Gostei
moderadamente
Gostei
extremamente

Figura 4.29: Teste afetivo: Frequéncia relativ@sielha dos diferentes estados afetivos

E Sim
0 Nao
94%

6%

Figura 4.30: Inteng&o de compra obtida juntameoite @ teste afetivo
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Como informag&o adicional do teste afetivo, temegsee 6% dos avaliadores
apresentaram nas fichas opinides referentes aatoro8l principal delas € relativa a dogura
do produto degustado. Na opinido destes avaliadorggoduto tem docgura maior que o
esperado para um chocolate ao leite, sugerindawcdie do teor de acucar como possivel

melhoria ao produto.

58



CAPITULO 5 — CONCLUSAO

Os bombons e chocolates em barra se mostraram attegqucomo forma de
utilizagdo de probidticos tanto com a adicdo déulae liofilizadas como com a adi¢do de
células fermentadas. O uso de acido ascorbicooratigbes e concentra¢des testadas nao se
aumentou a estabilidade das células no produto.

As secagem prévia das células mostrou-se capaazidensar a estabilidade do
produto, ou seja, reduzir a cinética de morte aelsendo que dos diferentes tipos de
chocolate testados todos, com e sem secagem, saraosadequados para o fornecimento
de uma quantidade de células minimas necessarmasqpa 0 produto seja considerado
probiotico. A analise fisico-quimica, em termostdor de lipideos, e atividade de agua nao
mostraram diferencas significativas que pudessécax@ maior estabilidade da formulacéo
C2 em relacdo as demais formulacdes testadasaneldelpenas que os produtos gerados
atendem as especificacdes técnicas para essagei@ria

Os meios M1, M2 e M3 séo capazes de gerar céldds dcidophilusLA-5 em
quantidades adequadas para utilizacdo destes dacgm de formulacdes probidticas de
chocolate. O estudo estatistico das formulacdepapmdas com células provenientes dos
meios mostrou que a diminuicdo do numero de céllasribuida ao envelhecimento das
mesmas e do produto ao longo do tempo de estocagesgja, ndo houve morte prematura
das mesmas e ndo foram detectados efeitos prateatavsobrevida das células nos diferentes
meios.

Embora a geracdo de células nos meios M1 e M2 saflequados para funcao
probiodtica as células sdo mais estaveis no meicoMBe sugere que o0 excesso de sais do
meio M1 tem acao redutora na estabilidade e quesepca de taninos e antioxidantes do cha
verde também geram esta acgao.

O teste triangular, realizado na primeira etapartdise sensorial, revela que existe
diferenca significativa (p<0,001) entre o produeraglo e o chocolate convencional. O teste
afetivo mostrou que, apesar da diferenca, o prodgi@do tem alta aceitabilidade dos
consumidores, com 73% das avaliacbes distibuidase ers estados afetivos “gostei
extremamente” e “gostei moderadamente”. Este weulk reforcado pela andlise da intencéo
de compra que revela que 94% dos avaliadores coiapra produto degustado.

A Figura 5.1 apresenta uma sintese das principaidusoes.
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Os diferentes tipos de formulagdes, barra e
bombons, sao adequados.

O acido ascorbico e o extrato de Camellia sinensis
nao se mostraram eficazes no aumento da
sobrevida.

Modelo de primeira ordem, em termos de valor D,
foi adequado para descrever o decaimento celular
ao longo do armazenamento.

Meios M1, M2 e M3 sdo apropriados para
multiplicacdo celular, sendo que o M3 se destaca,
gerando produto mais estavel.

A andlise sensorial revela que o produto gerado se
difere do chocolate convencional, mas apresenta
grande aceitacao.

Figura 5.1: Conclusdes do trabalho.
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CAPITULO 6 — SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como principais contribui¢cdes para futuros trabs)liem-se as seguintes sugestoes:

a) Ampliacdo do estudo da secagem das células, buscatichizacdo das
condicoes;

b) Avaliacdo da estabilidade de novas cepas de migaasmos probidticos;

c) Avaliagdo da adigao de novas substancias capazasoléar a estabilidade das
células e tempo de prateleira dos produtos gerados;

d) Ampliacdo da discussédo da analise de sobrevivéngizodelos cinéticos que

descrevem o processo de morte celular.
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ANEXO 1

Curvas de calibracdo da analise da atividade de agu

Valor tabelado

0,8
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o o o o o e
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y=1,6393x +0,2311
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*
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Figura F1: Curva de calibracdo: primeiro dia
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Figura F2: Curva de calibracdo: segundo dia
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ANEXO 2

Detalhamento do tratamento de dados do teste triangar

O teste triangular € uma metodologia de analissoseh, sendo realizado para
detectar pequenas diferencas entre dois produtsistds. Ele pode ser utilizado para
avaliacdo global do produto ou para uma caradtsEistensorial especifica, com ou sem
treinamento prévio dos julgadores. No caso de made provadores treinados € preferivel o
meétodo que permite ao provador declarar que n&xtdetliferencas entre as amostras, dado
gue neste caso a informacéo nos podera ser dilgbarir da natureza das amostras. No caso
de painéis de provadores néo treinados (como monge, painéis de consumidores) deve-se
optar pela escolha for¢ada, visto que ao dar-ggoeumidade ao provador de optar por nao
ter de fazer uma escolha o provador podera teétea a tomar esta opcédo que poderemos
considerar como a mais “facil”. O modo de tratardados dependera do método escolhido
para a recolha de dados (NORONHA, 2001).

A probabilidade de um provador escolher ao acasuoastra diferente € de 1/3. Para
saber, dado numero de provadores, qual o nimenespmstas corretas a partir do qual
podemos afirmar que existe um diferenca entre ass@as, utilizamos a distribuicdo
Binomial.

A distribuicdo Binomial, considera um experimentalizado n vezes, sob as

mesmas condicfes e com as seguintes propriedades:

® Cada uma das experiéncias pode conduzir a apenake whais resultados possiveis,
“sucesso” ou “insucesso”.

(i) A probabilidade de ocorréncia de cada resultadonésma para todas as experiéncias
P(sucesso)= p = constante, P(insucesso) = 1-p = q.

(i)  Os resultados de cada experiéncia sao independentes

As experiéncias que possuem estas propriedadesosBecidas por experiéncias de
Bernoulli.

Se X representar o0 numero de vezes que, no dedersioexperiéncias de Bernoulli,
ocorrem sucessos entdo X segue uma distribuicamBah A probabilidade de X tomar uma
dado valor x € dada pela seguinte equacéo E.1:
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N X~ N—=X N!
p(X):(X)pq :mp

X ~ N—X

g (E.1)

No caso da prova triangular, a probabilidade de “sutesso” (identificagédo da
amostra diferente) é de 1/3 e a probabilidade m&utiesso” (ndo identificacdo da amostra) é
de 2/3.

Para um experimento com 16 provadores, a substituig equacdo 1 de N por 16 e
x pelos valores 0, 1, 2, ...16 (0 respostas car@th6 respostas corretas) obtemos os valores
apresentados na Tabela A.1:

Tabela A.1: Calculo para experimento com 16 proxesio

X p(x) Probabilidade Acumulada
0 0,00152244 0,00152244
1 0,01217951 0,01370195
2 0,04567317 0,05937511
3 0,10657072 0,16594583
4 0,17317742 0,33912325
5 0,20781290 0,54693615
6 0,19049516 0,73743131
7 0,13606797 0,87349928
8 0,07653823 0,95003752
9 0,03401699 0,98405451
10 0,01190595 0,99596046
11 0,00324708 0,99920754
12 0,00067647 0,99988401
13 0,00010407 0,99998808
14 0,00001115 0,99999923
15 0,00000074 0,99999998
16 0,00000002 1,00000000

Os dados na coluna p(x) desta tabela represenpaobabilidade de obtencdo de um
certo nimero de respostas corretas no caso de,p=l/30 caso em que a probabilidade de
acerto é puramente aleatoéria, i.e., no caso enagjaenostras nao apresentam diferencas.

Na terceira coluna da tabela é calculada a pradad# de X ser menor ou igual a um dado
valor de X, a probabilidade acumulada ou a Funeagistribuicdo da variavel aleatoria X. Na

Figura F3, sédo representados graficamente os diaddabela A.1.
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Figura F3: Representacao gréfica Tabela A.1.
O procedimento béasico utilizado no teste de higdtgsode ser decomposto em

quatro fases:

(i) Definicdo da Hipotese
(i) Identificacdo de Estatistica de teste e caractgi@da distribuicdo amostral
(i)  Definicdo da regra de decisdo, com especificacau\d de significancia do teste

(iv)  Célculo da estatistica de teste e tomada de deciséo

Para o caso das Provas Triangulares, definido acima
(1) Hipotese nula, bl- as amostras X e Y ndo apresentam diferencas
Hipétese alternativa, H+ as amostras X e Y apresentam diferencas
(i) Estatistica de teste — nUmero de respostas corretas
Distribuicdo amostral — Distribuicdo Binomial
(i)  Regra de decisdo — Numero de respostas corretaa dei uma dado valor para o qual
a probabilidade acumulada (segundo a distribuic@orBial) € igual ou superior a
100%-Nivel de significanciaxj
(iv)  Neste caso, o célculo da estatistica de teste éidatoee corresponde ao numero de

respostas corretas.
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A tomada de decisao vai depender do nivel de signifia considerado.

Considerando o caso de 16 provadores, ao nivegddicincia para o teste de 5% e
dois resultados possiveis para o teste: 7 respostestas em 16 e 12 respostas corretas em
16.

Consultando a Tabela A.2 verifica-se que a proluiule, no caso de ndo existirem
diferencas entre as amostras, do obtencdo der@sp8stas corretas € de 95,003752%, logo a
probabilidade de obtermos de 9 a 16 respostastasréede 100-95,003752 = 4,996248%,
valor inferior ao nivel de significancia considesad.ogo, se estabelece como regra de
decisao 8, i.e., se obtivermos mais de 8 (9, 10..116) respostas corretas nao se pode aceitar
a hipétese nula, no caso contrario (0 a 8 respostasctas) aceita-se a hipétese nula.

Nos primeiro caso considerado (7 respostas coregtad6), ndo se pode rejeitar a
hipdtese nula e conclui-se que o painel ndo erealifierencas entre as amostras. No segundo
caso (12 corretas em 16), a hipétese nula é rdgeaaconclui-se que existem diferencas entre
as amostra a um nivel de significancia de 5%.

O Instituto Adolfo Lutz apresenta a tabela de teslals para o teste triangular para

um numero de julgadores entre 5 e 100, para diserseis de significancia (Tabela A.2).

Tabela A.2: Teste triangular (unilateral, p =)1/8Umero minimo de julgamentos corretos
para estabelecer significancia a varios niveigrdbabilidade.

N° total de Nivel de probabilidaden]

julgamentos 5% 4% 3% 2% 1% 0,5% 0,1%
5 4 5 5 5 5 5 -

6 5 5 5 5 6 6 -

7 5 6 6 6 6 7 7
8 6 6 6 6 7 7 8
9 6 7 7 7 7 8 8
10 7 7 7 7 8 8 9
11 7 7 8 8 8 9 10
12 8 8 8 8 9 9 10
13 8 8 9 9 9 10 11
14 9 9 9 9 10 10 11
15 9 9 10 10 10 11 12
16 9 10 10 10 11 11 12
17 10 10 10 11 11 12 13
18 10 11 11 11 12 12 13
19 11 11 11 12 12 13 14
20 11 11 12 12 13 13 14
21 12 12 12 13 13 14 15
22 12 12 13 13 14 14 15
23 12 13 13 13 14 15 16
24 13 13 13 14 15 15 16
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Tabela A.2: Teste triangular (unilateral, p =)1/Rdamero minimo de julgamentos
corretos para estabelecer significancia a valiwsiside probabilidade. (cont.)

N° total de Nivel de probabilidadenj
julgamentos| 5% 4% 3% 2% 1% 0,5% 0,1%
25 13 14 14 14 15 16 17
26 14 14 14 15 15 16 17
27 14 14 15 15 16 17 18
28 15 15 15 16 16 17 18
29 15 15 16 16 17 17 19
30 15 16 16 16 17 18 19
31 16 16 16 17 18 18 20
32 16 16 17 17 18 19 20
33 17 17 17 18 18 19 21
34 17 17 18 18 19 20 21
35 17 18 18 19 19 20 22
36 18 18 18 19 20 20 22
37 18 18 19 19 20 21 22
38 19 19 19 20 21 21 23
39 19 19 20 20 21 22 23
40 19 20 20 21 22 23 24
41 20 20 20 21 22 23 24
42 20 20 21 21 22 23 25
43 20 21 21 22 23 24 25
44 21 21 22 22 23 24 26
45 21 22 22 23 24 24 26
46 22 22 22 23 24 25 27
47 22 22 23 23 24 25 27
48 22 23 23 24 25 26 27
49 23 23 24 24 25 26 28
50 23 24 24 25 26 26 28
60 27 27 28 29 30 31 33
70 31 31 32 33 34 35 37
80 35 35 36 36 38 39 41
90 38 39 40 40 42 43 45
100 42 43 43 44 45 47 49

Fonte: Adolfo Lutz

A Tabela A.3, apresenta os dados experimentaissde sensorial, juntamente com o
perfil dos voluntérios. Dos 25 avaliadores, 21 sledeuberam diferenciar corretamente as
amostras. Em consulta a Tabela A2, percebe-searaeum nivel de probabilidade de até
0,1% existe diferenca entre os dois produtos testéchocolate comercial e chocolate com

probiotico).
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Tabela A3: Dados experimentais do teste sensorial

Voluntério Idade Sexo Avaliagéo
01 ND F Negativa
02 18 F Negativa
03 17 F Negativa
04 16 F Positivo
05 18 F Positivo
06 19 F Positivo
07 38 F Positivo
08 16 M Positivo
09 29 F Positivo
10 20 F Positivo
11 19 F Positivo
12 21 F Positivo
13 20 F Positivo
14 32 M Positivo
15 33 M Positivo
16 45 M Positivo
17 44 F Positivo
18 29 F Positivo
19 ND F Positivo
20 ND F Positivo
21 45 F Positivo
22 49 M Positivo
23 25 F Positivo
24 28 M Negativo
25 18 F Positivo

Nota: Positivo: identificacdo correta da amostsdinia.
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ANEXO 3

Interpretacdo do resultado de aceitacdo por escaledonica

Os dados coletados podem ser avaliados estatigtitarpela analise de variancia,
ANOVA e comparacao das medias de pares de amp&ii@seste de Tukey (Tabela A.3). Se
for empregada escala hedénica com comparacdo aadragde referéncia, sera utilizado o
teste de Dunnett.

Na analise da variancia, a funcéo Fc calculadogpaocada com o valor de referéncia
do teste. A forma de se calcular Fc € apresentadzuadro 1 e o valor tabelado de Fo podem
ser encontrados em livros de estatistica ou caloslpor softwares, como Scilab.

Quadro 1: Modelo para analise de variancia (ANOVA)

FV GL SQ QM Fc
Amostra (n-1) SQm SQamin-1 QMam/ QMes
Julgador (p-1) SQuig SQjuig/p-1 QMiuig / QMres
Residuo (N-1)-(n-1)-(p-1) RQ  SQres/N-n-p+1 -

Total (N-1) SQot - -

Fonte: Adolfo Lutz

Na qual,

FV = fontes de variacao;

GL = graus de liberdade;

SQ = soma dos quadrados, dados por:
SQam={[Z am (A)] * + [Z am (B)] * + [ am (C)] * /p} - FC
SQjuig = {[Ziuig (1)] * +[Zjuig (2)] * +[Z ug (3)] * /n} - FC
SQo=2(cada valor atribuido as amostras pelos julgadéreBL
SQres= SQtot - (SQam + SQjuig)

QM = quadrado médio;

Fo = valor observado de estatistica “F’ de Snedecor

Fc = valor calculado, dado por:
FC = € total am oujug’ / N
N=nxp

Nota: se Fg,for maior que Fo, existe diferenca significatipa@,05) entre pelo menos duas

amostras codificadas.
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A diferenca minima significativa, DMS, utilizandoteste de Tukey pode ser calculada com
base na Equacéo E.2:

DMS = q X /% (E.2)

Na qual, QM é o quadrado médio do residuo; n é o niumero damentos por tratamento;
g € o valor critico tabelado a n° de tratamentgses de liberdade do residuo (Tabela A.4).

Tabela A.4: Valores de q para teste de Tukey| diz@rroo. = 5%, segundo o0 niumero de
tratamentos P e graus de liberdade do resiguo n

ny P

2 3 4 5 6 I 8 9 10 15
1 17,97 26,98 32,82 37,08 40,41 43,12 4540 47,3074 55,36
2 6,08 8,33 9,80 10,88 11,74 12,44 13,03 13,54 91395,65
3 450 591 1682 750 8,04 848 885 9,18 945 305
4 3,93 504 576 629 6,717 705 735 760 7,83 8,66
5 3,64 460 522 567 603 633 658 680 699 7,72
6 346 434 490 530 563 590 6,12 6,32 6,49 7,14
7 3,34 416 468 506 535 561 582 6,00 6,16 6,76
8 3,26 4,04 453 489 517 540 560 577 592 6,48
9 3,20 395 441 476 502 524 543 559 574 6,28

10 3,15 388 433 465 491 512 530 546 560 16,1
11 311 382 426 457 482 503 520 535 549 859
12 308 3,77 420 451 475 495 512 527 539 85,8
13 306 3,73 4,15 445 469 488 505 519 532 957
14 303 3,70 411 441 464 483 499 513 525 15,7
15 301 367 4,08 437 459 478 494 508 520 556
16 300 365 405 433 45 4,74 490 503 515 955
17 298 363 4,02 430 452 470 486 499 511 455
18 297 361 400 428 449 467 482 496 507 055
19 296 359 398 425 447 465 4,79 492 504 654
20 295 358 396 423 445 462 4,77 490 501 354
24 292 353 39 417 437 454 468 481 492 253
30 289 3,49 385 410 430 4,46 460 4,72 482 152
40 280 344 3,79 404 423 439 452 463 4,73 151
60 283 3,40 3,74 398 416 431 444 455 465 05,0
120 2,80 3,36 3,68 392 410 424 436 447 45690 4,

0 2,77 331 363 386 403 417 429 439 447 4,80

Fonte: Adolfo Lutz

Pelo teste, duas médias sdo estatisticamenterddsreoda vez que o valor absoluto
da diferenca entre elas for igual ou maior do qD&/AS.

O teste Dunnett deve ser aplicado toda vez queetengle comparar as médias dos
tratamentos apenas com a média do controle. O RdSyivel de significancia de 5%, é

calculado pela Equagéo E.3:
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DMS = d x /% (E.3)

Na qual, QM.s € 0 quadrado médio do residuo; n € o niumero adigcéps de cada amostra
(numero de julgadores); d € valor critico pareetesiilateral ou bilateral de Dunnett que pode
ser encontrado de forma tabelada em livros deigtitat

As amostras que diferirem do controle codificado yma diferengca maior ou igual
ao valor de DMS, sdo consideradas significativametiterentes do controle ao nivel de
significancia de 5%. O teste de Dunnett unilatérabado quando a priori sabe-se que existe
diferenca entre amostras, e o teste bilateral éougeeferencialmente quando ndo se sabe se

existe diferenca entre amostras.
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