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RESUMO

As macroalgas sdo fontes naturais de ingredientes, com diversas atividades biologicas e
suas propriedades espessantes, gelificantes e estabilizantes oferecem perspectivas
promissoras no desenvolvimento de produtos alimenticios. Avaliou-se a composi¢do das
macroalgas Gracilaria birdiae e Gracilaria domingensis e os efeitos de seus extratos
aquosos sobre as caracteristicas fisico-quimicas, viabilidade microbiana e textura
instrumental de leites fermentados e sobremesas lacteas de goiaba processados com a
cultura SAB-440A, contendo os probidticos Bifidobacterium animalis subsp. lactis e
Lactobacillus acidophilus. Os carboidratos das duas algas apresentaram mais de 95% de
fibra alimentar. Os extratos aquosos das algas ndo afetaram o pH e a acidez dos leites
fermentados e sobremesas lacteas. Durante a fermentacdo, a textura dos leites fermentados
adicionados das algas foi comparavel ou superior aqueles contendo apenas gelatina. A
sobremesa com G. domingensis, com 2,68 g de fibra alimentar/por¢do (120 g), cumpriu o
requisito para produtos fontes deste nutriente segundo a legislacao, apresentando também
maior firmeza comparada a sobremesa com G. birdiae (p<0,05), embora sem diferir
significativamente na andlise sensorial (p>0,05). A sobrevivéncia de L. acidophilus foi
baixa nas sobremesas (<6 log UFC g™), porém B. animalis foi capaz de manter populacdes
superiores a 7 log UFC g nestes produtos durante 21 dias. Os extratos das algas
apresentaram-se como uma alternativa a gelatina para uso como modificador de textura nos
leites fermentados. Nas sobremesas com a cultura SAB-440A e polpa de goiaba, 0 extrato
aquoso de G. domingensis foi recomendado para obter maior teor de fibra alimentar e

firmeza, além de quantidades adequadas de B. animalis e boa aceitabilidade sensorial.

Palavras-chave: Extrato aquoso de algas. Leites fermentados.Sobremesas lacteas. Textura

instrumental. Probioticos.



ABSTRACT

Macroalgae are natural sources of ingredients with different biological activities and their
thickening, gelling and stabilizing properties offer promising prospects in the development
of food products. The composition of Gracilaria birdiae and Gracilaria domingensis
macroalgae were evaluated and the effects of their aqueous extracts on the physico-
chemical characteristics, microbial viability and instrumental texture of fermented milk and
dairy Guava desserts processed with SAB-440A culture containing probiotics
Bifidobacterium animalis subsp. lactis and Lactobacillus acidophilus. Carbohydrates of the
two algae showed more than 95% of dietary fiber. The aqueous extracts of algae did not
affect the pH and acidity of the fermented milk and dairy desserts. During fermentation, the
texture of the fermented milk added algae was comparable or superior to those containing
only gelatin. The dessert with G. domingensis with 2.68 g of dietary fiber / serving (120 g),
fulfilled the requirements for products of this nutrient sources under the law, also being
more strongly compared to the desserts with G. birdiae (p <0, 05), although with no
differences in sensory analysis (p> 0.05). The survival of L. acidophilus was low in desserts
(<6 log cfu g-1), B. animalis however was able to maintain a population of more than 7 log
cfu g-1 in these products for 21 days. Extracts of algae presented as an alternative to gelatin
for use as a texture modifier in fermented milks. In desserts with SAB-440A culture and
guava pulp, the agqueous extract of G. domingensis was recommended for higher fiber
content and firmness, also having adequate amounts of B. animalis and good sensory

acceptability.

Keywords: Aqueous extract of seaweed. Fermented milks. Milk-based desserts.

Instrumental texture. Probiotics.
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1. INTRODUCAO

As algas tém recebido consideravel atencdo em varias partes do mundo, sendo
reconhecidas por seu grande potencial como suplemento para a producdo de alimentos
funcionais, uma vez que sdo fontes de uma gama de compostos nutritivos como
carotenoides, proteinas, acidos graxos essenciais, vitaminas e minerais (LORDAN; ROSS;
STANTON, 2011), o que explica, em parte, 0 seu continuo consumo como alimento, ndo
somente nos paises asiaticos, mas também em paises ocidentais (HOTCHKISS; TRIUS,
2010; SANCHEZ-MUNIZ et al., 2013; FIDELIS, 2014).

O interesse nos hidrocoldides das algas para a nutricio humana ocorre também
devido a sua atuacdo como fibra alimentar, uma vez que o seu efeito fisiologico esta
intimamente relacionado as suas propriedades fisico-quimicas, tais como solubilidade,
viscosidade, hidratacdo e capacidade de troca i6nica no aparelho digestivo (KADAM,;
PRABHASANKAR, 2010; MOHAMED at al., 2012; GOMEZ-ORDONEZ; 2013;
COCKBURN; KOROPATKIN, 2016).

Agar é um hidrocoléide neutro, cuja solubilidade e gelificacdo ndo é afetada pela
adicdo ou presenca de outros eletrdlitos, tornado-se ideal para espessar e gelificar alimentos
sem alterar ou adicionar qualquer sabor (IBERAGAR, 2010; WUSTENBERG, 2015). Uma
vantagem do agar em relacdo as demais substancias gelificantes, € o seu alto poder de
histerese e a mudanca da capacidade de gelificar de acordo com a concentracdo utilizada
(SANTOS, 2011).

Agar e carragenana tém sido largamente utilizados na inddstria alimenticia como
um substituto do amido e da gordura, especialmente na inddstria de enlatados e laticinios,

na producéo de gelatinas e geleias, além do uso como gelificante, espessante, emulsificante
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e estabilizante e nas indlstrias cosmética e farmacéutica, bem como para microbiologia e
biotecnologia (WIJESEKARA et al. 2011; PANGESTUTI; KIM, 2015).

No Brasil, o cultivo de algas gracilaridides vem aumentando anualmente, sendo
amplamente coletadas em bancos naturais na costa do Nordeste (URSI et al., 2013;
HAYASHI et al. 2014; AYRES-OSTROCK et al. 2016) e vendidas por comunidades de
pesca para multiplos propdsitos, sobretudo para extragdo do dgar (MARINHO-SORIANO
et al., 2006; COSTA; PLASTINO, 2011). No entanto, o desenvolvimento de produtos
alimentares usando algas pelos pequenos produtores ainda é escassa e uma diversificacdo
na sua atividade econémica se faz necessaria para garantir o destino final das algas
cultivadas, bem como o desenvolvimento social dessas comunidades (TAVARES
ESTEVAM et al., 2016).

Leites fermentados e sobremesas lacteas sdo meios viaveis para a incorporacdo de
ingredientes funcionais, especialmente probi6ticos e carboidratos bioativos. Os leites
fermentados, por serem comercializados em todo o mundo com alegacdo de promover a
salde (GALLINA et al., 2012) e as sobremesas por serem consumidas por pessoas de
todas as idades e constituidas de proteinas do leite, gordura e lactose, bem como outros
compostos que sd80 necessarios para o crescimento bacteriano (SOCCOL et al. 2010;
BURITI; SAAD 2014).

Probidticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, melhoram o equilibrio microbiano intestinal, produzindo efeitos benéficos a
satde do consumidor (FAO/WHO, 2002).

Dos géneros que integram os probioticos, o Bifidobacterium e o Lactobacillus
apresentam grande destaque, pois sdo amplamente utilizados na fabricacdo de alimentos

funcionais por conferir beneficios a salde dos consumidores e habitarem todas as porcoes
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do trato gastrintestinal humano saudavel (MOUSAVI; ADAMS 2010; O 'FLAHERTY;
KLAENHAMMER, 2010; WENDLING; WESCHENFER, 2013; HILL et al., 2014;
SILVA, 2015).

Juntamente com probidticos, bactérias acido lacticas que trabalham como entrada,
tém sido extensivamente utilizadas na fermentacdo de alimentos, incluindo a producédo de
leites fermentados (GEMECHU, 2015). Algumas cepas de Streptococcus thermophilus
sintetizam exopolissacarideos, que sdo Uteis na producdo de produtos lacteos fermentados
com maior firmeza, mantendo a viscosidade adequada e a consisténcia durante o
armazenamento a frio (PURWANDARI et al., 2007;. COCKBURN; KOROPATKIN,
2016). Além disso, o uso de espécies Gracilaria disponiveis no litoral do Nordeste
brasileiro na producdo de formulados lacteos é vista como uma estratégia de diversificagdo
de produtos, garantindo o destino final das algas cultivadas, bem como o desenvolvimento

social de comunidades locais (TAVARES ESTEVAM et al., 2016).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

v' Avaliar a influéncia dos extratos aquosos da Gracilaria birdiae e Gracilaria

domingensis como agentes espessantes no desenvolvimento produtos lacteos
probidticos, bem como o perfil de textura, as caracteristicas fisico-quimicas, a

viabilidade probiotica e as propriedades sensoriais dos produtos formulados.

Objetivos especificos

v

v

Produzir os extratos aquosos da G. birdiae e G. domingensis;

Quantificar os parametros fisico-quimicos e composi¢do nutricional da G. birdiae e
G. domingensis em pd e dos seus dos extratos;

Verificar o comportamento dos parametros fisico-quimicos e microbiol6gicos
durante o processo de incubagédo para producgéo dos leites fermentados;

Avaliar os parametros de textura instrumental dos leites fermentados;

Produzir as sobremesas lacteas probioticas de goiaba adicionadas dos extratos da G.
birdiae e G. domingensis;

Analisar a composicdo nutricional das sobremesas lacteas probidticas de goiaba
adicionadas dos extratos da G. birdiae e G. domingensis;

Estudar o comportamento dos parametros fisico-quimicos e de textura instrumental
das sobremesas lacteas probiéticas, formuladas com os extratos das Gracilarias,

durante os 21 dias de vida de prateleira;
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v" Verificar a viabilidade dos micro-organismos S. thermophilus, B. animalis e L.
acidophilus nas sobremesas adicionadas dos extratos das Gracilarias, durante a vida
de prateleira;

v Avaliar a qualidade sanitdria das sobremesas lacteas probidticas de goiaba,
adicionadas dos extratos da G. birdiae e G. domingensis;

v' Identificar a aceitabilidade sensorial das sobremesas lacteas probidticas de goiaba,

adicionadas dos extratos da G. birdiae e G. domingensis;
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Macroalgas: caracteristicas gerais

O termo algas vem do latim, algae, sdo organismos com ampla diversidade de
formas, funcOes e estratégias de sobrevivéncia, apresentando dois tipos de reproducao,
assexuada e sexuada. (BICUDO; MENEZES, 2010; PEREIRA et al., 2012).

A Ficologia é o estudo das algas e esta palavra deriva do grego Phycos, que
significa “alga”. Relativamente a morfologia, as algas sdo consideradas como organismos
unicelulares, microscopicos, chamadas de microalgas (podendo formar coldnias ou viverem
isolados ou pluricelulares, macroscépicas, chamadas de macroalgas (RAVEN, 2007). Sao
organismos sem vascularizacdo e, portanto, talotalofitos (sem diferenciacdo em raizes,
caules e folhas), fotossintetizantes (exceto algumas espécies parasitas) que possuem em
comum o pigmento clorofila a (LEE, 2008; VASCONCELOS; GONCALVES, 2013).

As macroalgas marinhas possuem importancia tanto do ponto de vista econémico,
como ambiental e social. Em muitos ecossistemas aquaticos, as algas atuam como
produtores primarios na cadeia alimentar, uma vez que sintetizam o material organico e o
oxigénio necessario para 0 metabolismo dos organismos consumidores (LEE, et al., 1992),
de forma a sustentar mais de dois tercos da biomassa do mundo, sendo responsaveis ainda
por metade da atividade fotossintética global (PEREIRA et al., 2012).

O numero de espécies de algas continua ainda a ser determinado, mas estima-se
estar entre um e dez milhdes (SCHULTZ MOREIRA, 2014). A diversidade destes

organismos encontra-se distribuida em distintos habitats (oceanos, corpos de aguas doces,
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solos, rochas e superficies de vegetais) e para isto, devem dispdr de luz e umidade
suficientes (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

As algas de vida livre podem formar, principalmente, dois tipos de comunidades:
fitoplancton, microalgas que vivem livres na coluna d’agua e fitobentos, macro ou
microalgas que crescem fixas sobre qualquer superficie passivel de ser colonizada
(RAVEN, 2007; PUJA etal. 2011; GERWICK; MOORE, 2012).

Harvey (1836) classificou as algas baseando-se na sua composicéo pigmentar e esta
persiste até hoje. Tradicionalmente, a diferenciagdo dos organismos foi baseada na
coloragdo dos talos verdes, vermelhos ou marrons, como resultado da combinagdo dos
pigmentos fotossintetizantes contidos em seus plastos (clorofilas e pigmentos acessoérios,
como carotendides, ficobilinas e xantofilas que mascaram a cor verde das clorofilas), e nas
caracteristicas morfoldgicas e anatdbmicas (SILVA, 2010).

As algas macroscépicas sdo classificadas em: Chlorophytas (algas verdes),
Phaeophytas (algas pardas) e Rhodophytas (algas vermelhas) (RAVEN, 2007).

As macroalgas marinhas vém sendo utilizadas ha milénios pelos povos orientais
como parte importante de sua dieta alimentar, chegando a perfazer até 20% da ingestao
diaria de alimentos da populacdo e uma grande variedade de algas também tém sido
consumidas por diversas sociedades em todo o mundo (SANTOS et al., 2011; COSTA,

2013; VASCONCELOS; GONCALVES, 2013; MILLEDGE; NIELSEN; BAILEY, 2016).

3.2.  Composicao nutricional das macroalgas

Diversos estudos relacionados a composicao nutricional das algas demonstram que,

elas séo constituidas por 80 a 90% de agua, alto teor de fibra alimentar de 33-75% do peso



24

seco, sendo superiores & quantidade de fibras encontradas nas frutas e hortalicas mais
comuns (GOMEZ-ORDONEZ at al., 2010; HOLDT; KRAAN, 2011; GOMEZ-
ORDONEZ; JIMENEZ-ESCRIG; RUPEREZ, 2012). Além disto, sio importante fontes de
proteinas (5-24% marrom, vermelho e verde 10-47%) e minerais (8-40%), com baixo teor
lipidico (1-2%) (RUPEREZ; SAURA-CALIXTO, 2001; MOHAMED; HASHIM;
RAHMAN, 2012; PEREIRA, 2014), apresentando ainda, elevadas quantidades de
amino&cidos essenciais (EL-SAID; EL-SIKAILY, 2013).

As algas sdo reconhecidamente, um alimento nutritivo e hipocaldrico, constituindo-
se num modelo de proteina de alto valor biolégico, compostos fendlicos, vitaminas (A, B1,
B12, C, D e E, riboflavina, niacina, acido pantoténico, acido félico e, em especial, a B12,
ausente nos vegetais superiores) e sais minerais (Ca, P, Nae K) (DHARGALKAR;
VERLECAR, 2009; GRESSLER et al., 2011; SCHULTZ MOREIRA, 2014; OLIVEIRA,
2015). Entretanto, o teor de nutrientes e composi¢do quimica pode variar, depende da
espécie, local de crescimento, condi¢des climaticas, area geografica, periodo e condi¢des de
colheita (BOCANEGRA et al.,, 2009; MOHAMED; HASHIM; RAHMAN, 2012,
GOMEZ-ORDONEZ, 2013; MILLEDGE; NIELSEN; BAILEY, 2016).

GOmez-Ordofiez (2013) e Mohamed; Hashim; Rahman (2012) reforcam que o teor
de proteinas nas Rhodophytas e Chlorophytas (10-47% de peso seco) é geralmente elevado
e superior ao das Phaeophytas (5-24% de peso seco). Holdt; Kraan (2011) ainda afirmam
que estes niveis de proteinas sdo comparaveis com 0s niveis encontrados em vegetais ricos,
tais como proteina de soja (40% do peso seco), constituindo-se, portanto, numa fonte

potencial de proteinas.
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3.3. Polissacarideos sulfatados das macroalgas: Fibra alimentar

As macroalgas marinas sdo constituidas de polissacarideos especificos, tanto
estruturais quanto de reserva, 0s quais ndo estdo presentes em outros vegetais terrestres. As
galactanas sulfatadas, majoritarias das algas vermelhas, sdo polimeros de aglcares unidos
por pontes glicosidicas com numerosas aplicagbes comerciais nas industrias: nutracéutica,
cosmetica e, sobretudo alimenticia, como um substituinte do amido e da gordura,
especialmente na industria de enlatados e laticinios, na producdo de gelatinas e geleias,
além do uso como espessante, emulsificante e estabilizante (GRESSLER et al., 2010;
BLOUIN etal., 2011; HOLDT;KRAAN, 2011; FIDELIS, 2014).

Os polissacarideos das algas diferem dos encontrados em plantas terrestres, por
apresentarem maior capacidade de retencdo de dgua do que as fibras celul6sicas e, por isso,
apresentam diferentes efeitos fisioldgicos ao longo do trato gastrointestinal, a depender do
grau de solubilidade e hidratacdo destas fibras na presenca de agua, podendo ser sollveis
ou insolUveis (Tabela 1) e o interesse nos hidrocolGides das algas para a nutricdo humana
ocorre também devido a sua atuacdo como fibra alimentar, uma vez que o seu efeito
fisiologico estd intimamente relacionado as suas propriedades fisico-quimicas, tais como
solubilidade, viscosidade, hidratacdo e capacidade de troca ibnica no aparelho digestivo
(KADAM; PRABHASANKAR, 2010; MOHAMED at al., 2012; GOMEZ-ORDONEZ;
2013; COCKBURN; KOROPATKIN, 2016).

Segundo Elleuch et al. (2011) e Gomez-Ordoiiez (2013), a classificacdo das fibras
em solavel e insoltvel relaciona-se a sua capacidade para formar uma solucdo ou nao,

quando em contato com a agua e esta solubilidade esta relacionada com a estrutura do
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polissacérido, de forma que a presenca de grupos de substituicdo como 0s grupos carboxila

(COO-) ou sulfato (SO42-) podem aumentar a sua solubilidade.

Tabela 1 — Classificacdo dos principais polissacarideos constituintes da fibra alimentar das macroalgas

Tabla 1.1. Clasificacién de los principales polisaciaridos que constituyen la fibra

alimentaria en las macroalgas

Fibra soluble Fibra insoluble
Algas pardas Laminarano Celulosa
(1,3)-p-glucosa y (1,6)- P-glucosa, manitol p-(1,4) glucosa
(Fucus, Alginato
Laminaria, - - i -
B p-(1,4)-dcido manurénico y a-(1,4)- dcido gulurénico
Undaria,
e Fucano /Fucoidano /Furano
Himanthalin) . o .
Fucosa sulfato, dcido manurénico, xilosa
Algas rojas Agar Celulosa
D-galactosa v (3,6)-anhidro-D-galactosa sulfato P-(1,4) glucosa
(Chondrus,
Carragenano
Porphyra, ;
= D-galactosa vy (3,6)-anhidro-L-galactosa sulfato
Mastocarpus)
Xilanos y Mananos
Algas verdes Xilano Celulosa
Xilosa, ramificaciones arabinosa, glucosa, galactosa, p-(1,4) glucosa
(Ulva, : e o
acidos urénicos
Enteromorpha)

Ulvano
Ramnosa, xilosa, dcidos uronicos, sulfato

Galactanos sulfatados

Tomado de Jiménez-Escrig y Sanchez-Muniz, 2000; Holdt & Kraan, 2011; Jiao et al., 2011.

Fonte: GoOmez-Orddiiez (2013).
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As fibras insollveis que integram a parede celular das algas sdo compostos
principalmente por celulose e se caracterizam por sua porosidade e baixa densidade, o que
Ihes permitem aumentar a massa fecal e diminuir o transito intestinal (ELLEUCH et al.,
2011; GOMEZ-ORDONEZ, 2013).

A fracdo de fibra solGvel (50-85% do teor total de fibra alimentar) que integra estes
polissacarideos (GOMEZ-ORDONEZ at al., 2010) é composta principalmente de fucanos,
laminaranos, alginatos (Phaeophytas), carragena e agar (Rhodophytas), exopolissacarideos
ndo fermentaveis, pelo menos ndo completamente, pela microbiota do c6lon, uma vez que
ndo sofrem a acdo de enzimas digestivas, atingindo o c6lon ainda ndo degradados, onde
bactérias do célon, com as suas numerosas enzimas de grande atividade metabdlica, podem
digerir em maior ou menor grau em fungdo da sua estrutura. Portanto, o poder de
fermentacdo é a propriedade mais importante destas fibras, uma vez que, delas se derivam
um grande nimero de efeitos a nivel local e sistémico (GOMEZ-ORDONEZ, 2013;
FIDELIS 2014; COCKBURN; KOROPATKIN, 2016). Estas fibras sollveis sao
caracterizadas por sua capacidade de aumentar a viscosidade, reduzindo a resposta
glicémica e o colesterol no sangue (ELLEUCH et al., 2011).

A Associacdo Americana de Quimicos de Cereais (AACC) define fibra alimentar
como "a parte comestivel de plantas ou carboidratos analogos que sao resistentes a digestdo
e absorc¢éo no intestino delgado humano, com fermentacdo completa ou parcial no intestino
grosso. A fibra alimentar inclui polissacaridos, oligossacaridos, lignina e substancias

vegetais associadas que promovem efeitos fisiologicos benéficos, incluindo o efeito laxante

e / ou reducéo do colesterol no sangue e / ou atenuacédo da glicose no sangue” (SILVA;

MURA, 2011).
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H& muitas propriedades bioldgicas atribuiveis aos polissacarideos sulfatados de
algas e o interesse cientifico pelo potencial biotecnolégico destes organismos e suas
aplicacbes é bastante recente (PENGZHAN et al., 2003; DAPPER, 2014). Novos
horizontes se abrem na utilizagdo e exploracdo das macroalgas marinhas, que vao além da
importancia econdémica como alimento, sendo promissores CcOmo COMPOStoS
biologicamente ativos, além outras finalidades, constituindo-se numa fonte interessante de
novos compostos com atividades bioldgicas, que poderiam ser utilizadas como ingredientes
funcionais (PERES, 2012; FIALHO, 2015).

A Figura 1 apresenta o expressivo aumento no nimero de trabalhos internacionais

publicados nas ultimas décadas, relacionados com algas.

Figura 1 — Numero de publicages internacionais relacionadas a algas, por década, ente 1900 — 2000.
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Fonte: Craigie (2011) citado por Costa (2015).
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Nas Ultimas décadas, a descoberta de metabolitos bioativos com propriedades
bioldgicas ou farmacoldgicas cresceu substancialmente, a saber, atividade antimicrobiana,
anti-inflamatoria, antioxidante, anti-coagulante, antiviral, anticancerigena,
imunomoduladora, medicamentosa, nutricional, dentre outras (ROCHA et al., 2007,
YOKOYA, 2010; HOLDT; KRAAN, 2011; CABRAL et al.,, 2011; JIAO et al, 2011,
WIJESEKARA; PANGESTUTI; KIM., 2011; COSTA et al.,, 2012; ROCHA; COSTA;
LEITE, 2012; ARAUJO et al., 2016).

O fato das algas serem promissoras na sintese destes bioativos pode estar
relacionado a diversos fatores, dentre eles a atuacdo dos polissacarideos como agentes
protetores das adversidades do meio, como por exemplo, para proteger o organismo da
desidratacdo decorrente principalmente do sol, das variacBes da maré, visto que muitas
algas encontram-se na regido entremarés (BALAKRISHNAN et al., 2014). Devido as mais
diversas condi¢Ges ambientais , a biossintese de metabdlicos secundérios, tornou-se uma
estratégia de sobrevivéncia (CARDOZO, et., al, 2007). Outros fatores poderiam relacionar-
se as diversas interacdes bioldgicas e condicBes abidticas extremas e, para a sua
sobrevivéncia, desenvolveram mecanismos de defesa que resultam na produgdo de um
grande nimero de compostos quimicos a partir das distintas rotas metabdlicas, como 0s
carboidratos, aminoécidos, hormdnios vegetais, acidos graxos, entre outros polimeros e

compostos organicos. (YOKOYA, 2010; PERES, 2012; COSTA, 2015).
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3.4. Filo Rhodophyta: Gracilarias

Segundo Yow (2011) o filo Rhodophyta (Figura 2) constitui—se no grupo de maior
diversidade de espécies dentro das macroalgas marinhas. Acredita-se que haja cerca de 500
a 600 géneros de algas vermelhas, que séo representadas por bem mais de 6000 espécies.

As algas vermelhas sdo predominantemente marinhas, dominam as aguas tropicais e
quentes, mas podem também ser encontradas em regides consideradas mais frias do mundo
(ROCHA et al., 2011;TABARSA, et al., 2012). Nos ambientes marinhos, as Rhodophytas
ocupam desde a zona superior da regido entre marés até grandes profundidades (SILVA,

2010).

Figura 2 — Filo Rhodophyta

Fonte: https://sarahluck.me/2012/04/12/super-seaweed/

De acordo com Silva (2010), o material de reserva das Rhodophytas é um composto

que possui propriedades intermediarias entre o amido (que é o produto de reserva das


https://sarahluck.me/2012/04/12/super-seaweed/
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plantas) e o glicogénio (reserva alimentar dos fungos, bactérias e de muitos organismos ndo
vegetais) chamado de amido das florideas e fica armazenado no citoplasma. A parede
celular é constituida de celulose e uma camada externa de mucilagem, que pode ser
galactanas (como agar e carragenana). A maioria das Rhodophytas é multicelular, podendo
atingir mais de 2 metros de comprimento. Dentre as rodoficeas, as formas filamentosas séo
as predominantes, mas podem apresentar talo foliaceo, cilindrico ou crostoso.

Os principais pigmentos fotossintetizantes presentes nas algas vermelhas sdo
clorofila a e d e os pigmentos acessorios compostos de carotenos (como o betacaroteno) e
ficobilinas (ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina), que sdo responsaveis pela coloracéo
avermelhada destas algas. Nesse caso, a cor verde da clorofila a ¢é disfarcada pelo pigmento
adicional ficoeritrina, localizado no cloroplasto, peculiar deste filo, que cede a alga a cor
vermelha e o material principal de reserva é o amido, achado no citoplasma (VIDOTTI;

ROLLEMBERG, 2004; SILVA, 2010; ROCHA et al., 2011; TABARSA, 2012).

As Rhodophytas sdo divididas em vérias classes sendo a Gelidiales e Gracilariales
as mais importantes (VASCONCELOS; GONCALVES, 2013).

A familia Gracilariaceae pertence a ordem Gracilariales (YOW et al., 2011), uma
grande familia de algas vermelhas principalmente pantropical , incluem ~ 230 espécies em
sete géneros (BOUZON et al.,, 2011; GUIRY; GUIRY 2014; GOIA et al., 2015). A
Gracilariaceae é de grande importancia devido ao seu papel na producdo de ficocoloides
(YANG; KIM, 2015; YOW et al., 2011; COLLEN et al., 2011). Espécies de Gracilaria sio
as mais requisitadas para a producdo mundial de agar e por serem tdo importantes
economicamente, este género tem sido objeto de muitos estudos em todo o mundo

(COSTA; PLASTINO 2011).
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Gracilaria é considerado o maior género da divisdo Rhodophyta com mais de 150
espécies descritas e possui distribuicdo cosmopolita com o maior estoque natural e nimero
de espécies ocorrendo em areas tropicais e subtropicais (ARMISEN, 1995 citado por
SILVA, 2011), comumente encontrado na zona intertidal (zona entre marés), exibindo uma
variedade de mecanismos fisioldgicos em resposta a alteracbes ambientais (GOMEZ et al.,
2005). Devido a essa plasticidade, frequentemente ocorrem cores variantes (Figura 3),
resultando em laranja, marrom, verde, amarelo, rosa e roxo (COSTA; PLASTINO, 2001,
GUIMARAES et al., 2003). No entanto, os estudos sobre as diferencas nas caracteristicas
fisiolGgicas destas estirpes no campo séo escassos (PEREIRA et al., 2016).

Este tipo de variacdo intraclonal ocorre por causa das diferencas significativas no
fendtipo entre as espécies derivadas a partir de um nimero de genes que podem resultar de
um Unico fator ou a partir de uma combinagdo de efeitos provocados por varios fatores.
Estes fatores incluem as diferencas no microambiente circundante durante o crescimento,
diferencas fisioldgicas e variagdes no desenvolvimento de espécies geneticamente idénticas
(PEREIRA et al., 2016).

Costa et al., (2012) afirmam que a Universidade de Sao Paulo dispde de um Banco
de Germoplasma de Gracilariaceae com 50 linhagens coletadas principalmente no Brasil e
ao redor do mundo. Este banco tem sido usado como uma fonte de material para pesquisas
desenvolvidas localmente e no exterior. Esta familia, com mais de 200 espécies, tem sido
extensivamente, estudada, entretanto alguns problemas taxondmicos ainda persistem pela
existéncia de espécies cripticas, plasticidade fenotipica, e ampla distribuicdo geografica. No
caso de algas mantidas em cultura por longos periodos de tempo, a identificacdo é ainda

mais problematica como consequéncia da modificacdo morfologica consideravel.
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Figura 3 — Espécies de Gracilariaceae.

Fonte: Yang e Kim (2015).

De acordo com Costa e Plastino (2011), com a transformacdo industrial da década
de 80, passou a se fazer colheitas de bancos naturais para predominar a producdo em
maricultura, como efeito da decadéncia de populacBes naturais devido a extensa
exploracdo. Essa expansdo da maricultura induziu a disseminacdo de espécies de uma

regido geografica para outra.
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A presenga de agar na matriz celular em espécies de Gracilaria, ndo garantiu,
inicialmente, sua exploracdo comercial, pois 0 agar de alguns representantes desse género
apresentavam caracteristicas consideradas inadequadas pelo mercado internacional
(SANTOS, 2011). A descoberta da técnica de hidrélise alcalina dos grupos sulfato do &gar
aumentou a capacidade de gelificacdo desse ficocoldide, proporcionando consideraveis
melhorias na sua qualidade, que veio a refletir numa maior exploragdo comercial deste
género (McHUGH, 2003).

A ampla distribuicdo do género Gracilaria |he confere grande importancia
econdmica a nivel mundial, sendo cultivada em escala comercial em varios paises e regides
do mundo para producéo de agar (IBERAGAR, 2010).

Segundo Ursi et al., (2013), o cultivo desenvolveu-se como uma consequéncia
direta dos estoques naturais limitados, em decorréncia da excessiva exploragdo em muitos
paises ao redor do mundo, incluindo o Brasil. O cultivo comercial de Gracilarias, com altas
taxas de crescimento e facil reproducdo vegetativa foi provavelmente motivada pela
dificuldade em cultivar outras agarophytas (PLASTINO et al., 2004; URSI et al., 2013;
FERREIRA, 2015). Espécies de Gracilarias, sob cultivo, chegam a contribuir com cerca de
80% da producdo mundial de agar (BIXLER; PORSE, 2011).

Embora presentes em larga escala na costa nordestina do Brasil, espécies de algas
do género Gracilaria sdo devastadas devido ao intenso processo de urbanizacdo, que
resulta indiretamente na deplecdo de seus leitos através de praticas ndo ecologicas
(FIDELIS, 2014). Atualmente, as comunidades pesqueiras mantém cultivos de gracilarias
tanto para producdo de &gar, quanto para protecdo da devastacdo de seu ambiente

(BEZERRA; MARINHO-SORIANO, 2010).
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As algas séo, na generalidade, apanhadas manualmente por pescadores em zonas de
baixa profundidade e maré baixa, ou por mergulhadores em zonas mais profundas. Apds a
colheita, séo secas ao sol para desidratagéo e processamento (IBERAGAR, 2010).

Ocorrem mais frequentemente, na costa brasileira, os géneros Gracilaria e
Gracilariopsis (COSTA; PLATINO, 2011). Nas praias do Nordeste, principalmente na
costa entre os Estados do Ceard e da Paraiba, Gracilaria e Hypnea ocorrem frequentemente
(DE OLIVEIRA et al., 2002; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

A Figura 4 demonstra o numero de espécies encontradas nos estados do litoral
brasileiro. As espécies foram agrupadas conforme classificacdo proposta por Harvey

(1836).

Figura 4 — Distribuigdo dos taxons de algas no litoral brasileiro.
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Fonte: Figueiredo et al, 2008 citado por Lorenzo (2010).
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3.5. Gracilaria birdiae Plastino & E.C. Oliveira

Divisdo: Rhodophyceae
Classe: Florideophyceae
Ordem: Gracilariales
Familia: Gracilariaceae
Género: Gracilaria greville
Espécie: G.birdiae Plastino & E.C. Oliveira

A espécie Gracilaria birdiae Plastino & E.C. Oliveira (Figura 5) foi descrita por
PLASTINO e OLIVEIRA (2002), como sendo uma nova espécie de alga tropical brasileira
com base em varias comparacdes criticas de diversos aspectos morfolégicos, relacionados a
outras espécies economicamente importantes, que também ocorrem na costa nordeste do

Brasil e sdo exploradas para producio de 4gar (FLORENCIO et al., 2012).

Figura 5 — Gracilaria. Birdiae

Fonte: Aradjo (2005).
Sua estrutura vegetativa é caracterizada por um talo ereto de forma cilindrica com
2,3 mm de diametro (Figura 6), podendo alcancar até 46 cm de altura (PLASTINO;

OLIVEIRA, 2002).
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Figura 6 — Talos de gametéfitos de Gracilaria birdiae Plastino & E.C. Oliveira cultivados em laboratério.

Fonte: Lima Junior (2013).

Segundo (SILVA, 2009), a G. birdiae apresenta algumas caracteristicas
interessantes, como a ocorréncia de variantes pigmentares naturais (Figura 7) com ampla
distribuicdo geografica no pais, sendo uma das principais agarofitas coletadas no nordeste

brasileiro.

Figura 7 — Frondes vermelhas e marrom-esverdeadas de Gracilaria birdiae.

Fonte: URSI (2000) citado por SILVA (2009).
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Variantes de cor da Gracilaria birdiae foram encontradas em populagdes naturais
na costa brasileira, e elas também tém sido isoladas a partir de plantas cultivadas em
laboratério. Tais  descobertas levantaram novas questdes relacionadas a variacdo
intraespecifica e as perspectivas de cultivar essas variantes para a producdo de &gar
(COSTA,; PLASTINO 2011).

Plastino (2004) afirma que um total de 25 linhagens foi isolado e é mantido no
banco de germoplasma de algas gracilaridides do Laboratorio de Algas Marinhas “Edison
José de Paula” — LAM (IB - USP).

A G.birdiae é uma das espécies utilizadas para a producdo de &gar no Brasil,
ocorrendo amplamente na costa brasileira (URSI et al., 2013), entre os estados do Cear3,
Espirito Santo, Paraiba, Pernambuco, Bahia e Rio Grande do Norte (URSI et al., 2003;

COSTA,; PLASTINO, 2011).

3.6. Gracilaria domingensis (Kutzing) Sonder ex Dickie

Divisdo: Rhodophyceae
Classe: Florideophyceae
Ordem: Gracilariales
Familia: Gracilariaceae
Género: Gracilaria greville

Espécie: G. domingensis (Ktzing) Sonder ex Dickie

A espécie Gracilaria domingensis (Kitzing) Sonder ex Dickie pertence a ordem

Gracilariales e apresenta talo comprimido ou forma de fita muito ramificado (Figura 8).
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Figura 8 — Aspecto geral dos ramos de Gracilaria domingensis

Fonte: Santos (2011).

A espécie Gracilaria domingensis apresenta alta variabilidade morfologica, além de
variantes cromaticas (COLLEN et al., 2011), com polimorfismo de cor, em populacdes
naturais, representado mais comumente pelas cores verde, vermelho e marrom (AYRES-
OSTROCK, 2014-TERADA et al., 2013). Esta variacdo cromatica (Figura 9) tem sido
associada as diferencas de fisioldgicas (resposta as mudancas ambientais). No entanto, 0s
estudos sobre as diferencas nas caracteristicas fisioldgicas destas espécies no campo sdo
escassos (FERREIRA, 2008; PEREIRA et al., 2016). Destaca-se ainda, que a manutencdo
do morfo verde torna- se vantajosa para a espécie, e, mesmo sendo encontrada com uma
menor freqliéncia, esse género compde uma grande parcela das popula¢des de alguns locais
do litoral brasileiro (GUIMARAES et al. 2003; RAMLOV; PLASTINO; YOKOYA, 2009).

Sua estrutura vegetativa € composta por um talo com extremidades achatadas de

aparéncia carnosa, com ramifica¢fes curtas que saem paralelamente ao longo do talo e
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ainda porcdes cilindricas, com &pices dicotdbmicos, com até 26 cm de altura e 2-8 mm de
largura de coloragio negra a amarelada (COLLEN et al., 2011).

Figura 9 — Individuos de coloragdo verde, vermelha e marrom da espécie G. domingensis crescendo lado a
lado em uma mesma populagéo.

Fonte: Ferreira (2008).

A G. domingensis ¢ utilizada diretamente como alimento humano e também como
fonte de agar, um polissacarideo amplamente utilizado na indUstria alimenticia como agente
gelificante devido as propriedades fisico-quimicas conferidas a ele (YOSHIMURA et al.,
2006). O éagar €, portanto, um estabilizante natural utilizado em diversos alimentos,
podendo também ser empregado em formulados lacteos (NAGAI; YUKIMOTO, 2003;
PEDROSO, 2006; PEREIRA, 2010a, 2010b; RUPEREZ; AHRAZEM; LEAL, 2002). Esta
espécie € amplamente distribuida no litoral brasileiro, ocorrendo nos estados do Maranhao,
Ceara, Espirito Santo, Parana, Sdo Paulo, Paraiba, Pernambuco, Bahia, Alagoas, Rio

Grande do Norte, Rio de Janeiro e Santa Catarina (BOUZON et al., 2011).
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3.7. Panorama mundial da producao de algas

Segundo a Organizacgdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO),
a aquacultura (cultivo de organismos aquaticos), ja representa cerca da metade da producéo
aquatica total e diante do crescimento populacional, especula-se o aumento do
desenvolvimento da producdo de biomassa através de aquacultura para diversos fins, tanto
para produtos alimentares como para a producdo de compostos para diversas finalidades
(nutracéutica, cosmética, ficocoloides, biocombustiveis) (PATARRA, 2014).

Ursi et al. (2013), faz uma analise financeira da producdo mundial de aquacultura,
tomando por base o relatério publicado pela FAO em 2009 “The state of world fisheries
and aquaculture:2008 ", atestando que as algas tém contribuido de forma significativa: em
2006, a colheita de 15,1 milhdes de toneladas de matéria produzida em fazendas comerciais
renderam 7,2 bilhGes de dolares (FAO, 2009). Deste total, cerca de 1.018 milhdo de
ddlares foi contabilizado pelo mercado de ficocolGides e o restante em outras aplicacdes
(BIXLER; PORSE, 2011).

Segundo a FAO, no relatério de 2012 sobre “O estado mundial da pesca e da
aquacultura”, até a data, apenas as algas tinham sido registadas nas estatisticas de producédo
de plantas aquéticas a nivel mundial (PATARRA, 2014).

Ghadiryanfar et al. (2016), afirmam que a aplicacdo industrial de varias
Phaeophytas tem sido préatica desde o inicio do século 20 e que, recentemente, as atenc¢des
tém sido voltadas para a producdo de energia a partir destas algas, como também as
Chlorophytas, em particular a Ulva spp (BRUTON et al, 2009). Em 2008, a aquicultura
produziu plantas aquaticas a uma taxa de cerca de 15,8 milhdes de toneladas (por peso) e

US $ 7,4 bilhdes de dolares (por valor). Aproximadamente todas estas plantas foram algas
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(99,6%) pela quantidade e (99,3%) por valor (GHADIRYANFAR et al., 2016). Os
principais paises produtores estdo localizados no leste e sudeste da Asia. Os produtores
mais dominantes sdo a China (62,8%), Indonésia (13,7%), Filipinas (10,6%), Republica da
Coreia (5,9%), Japdo (2,9%) e Republica Popular Democratica da Coreia (2,8%) (FAO,
2010).

Ghadiryanfar et al. (2016), ainda afirmam que a tendéncia de algas cultivadas tem
crescido nas ultimas décadas, passando de 6,5 milhdes de toneladas em 2001 para 15,8
milhdes de toneladas em 2010. O valor de algas cultivadas aumentou de US $ 17,68
milhdes em 2001 para US $ 41,43 milhdes em 2010. Dois tipos basicos de algas cultivadas
séo as e Rhodophytas (57%) e as Phaeophytas (43%) (FAO, 2013).

De acordo com Milledge; Nielsen; Bailey (2016), o cultivo de Rhodophytas
contribui significativamente para a recente expansdo na producgdo de algas marinhas a nivel
global, passando de 2 milhdes de toneladas molhadas em 2000 (21% da producédo de todas
as algas cultivadas) para 9 milhGes de toneladas molhadas em 2010 (47 %), devido
principalmente ao seu uso diretamente na alimentagdo, bem como ao aumento da procura
por ficocoldides em alimentos processados (VALDERRAMA et al., 2014; COSTA, 2015).

A FAO também publicou, recentemente, um extenso relatério sobre a producédo de
carragenanas pela aquacultura e seu impacto social e econdmico (VALDERRAMA et al.,
2014). Segundo dados da FAO (2014), 25 milhdes de toneladas de algas foram produzidos
durante o ano de 2012, movimentando um mercado estimado em 6,4 bilhdes de dolares.
Entre os anos 2000 e 2012 a producdo mundial duplicou, reflexo do aumento na demanda
por produtos de macroalgas FAO (2014). A aquicultura responde por 95% dessa producéo,

sendo o restante proveniente do extrativismo (FIALHO, 2015).
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Apesar do imenso potencial de cultivo e extracdo das macroalgas, isto ainda néao
acontece de maneira expressiva a nivel mundial. Em alguns paises ocidentais (Estados
Unidos da América, Chile, Irlanda, Islandia, Canada e Franga), a producdo e
comercializacdo de macroalgas tém aumentado, ainda que o seu consumo e producdo ndo
tenham representacdo percentual nas estatisticas mundiais. Na Europa, existe atualmente de
15 a 20 espécies de algas comestiveis comumente comercializadas para o consumo. Os
padrdes de qualidade exigidos e as preocupacfes quanto a sustentabilidade ambiental das
praticas de colheitas de macroalgas marinhas selvagens tornam premente a existéncia de
praticas controladas de aquacultura de macroalgas (PATARRA, 2014).

A Figura 10 apresenta a produgdo mundial de algas de 1990 a 2010, com énfase na

evolugdo de producéo das Gracilarias nos vinte anos de levantamento estatistico.

Figura 10 — Producao mundial de plantas aquaticas (algas) por espécie e/ou grupos de espécies.

Milhoes de toneladas

6 B Kelp Japonesas B Undaria pinnatifida
P  Kappaphycus alvareziie Gracilaria spp. |
5 — Eucheuma spp. I  Porphyra spp.
Macroalgas marinhas nao identificadas mmmmm  Outras espécies

1990 1995 2000 2005 2010

Fonte: (FAO, 2012).
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O Brasil é um pais de extensa faixa litordnea, com mais de 2800 taxons
identificados (JBRJ, 2010), banhada por &aguas tropicais e subtropicais, propicias ao
crescimento de algas e com grande riqueza de espécies, incluindo representantes de valor
econdmico, todavia o cultivo e a explotacdo sustentavel de bancos naturais de macroalgas
ainda é insipiente (OLIVEIRA, 1997; CAVALLI; FERREIRA, 2010).

Os bancos de algas marinhas destacam-se por serem d&reas de reproducdo,
alimentacdo e habitat da fauna. A grande riqueza genética dos ecossistemas marinhos
brasileiros representa imenso potencial pesqueiro, biotecnoldgico, mineral e energético
(OLIVEIRA; MIRANDA, 1998 citado por REBOUCAS, 2013).

Alguns bancos de algas brasileiros assumen grande importancia ecolégica:
Arquipélago de Abrolhos na Bahia com suas algas coralinas, além de algas cloroficeas,
rodoficeas e feoficeas; as algas marinhas bentdnicas do arquipélago de Fernando de
Noronha em Pernambuco; Atol das Rocas no Rio Grande do Norte, que abriga uma
diversificada fauna marinha, com recifes de algas calcérias; Ilha da Trindade no Espirito
Santo, que possui macro e microalgas em toda sua diversidade e o banco de algas e
fanerégamas de Icapui — CE, que se concentram nas Praias da Barrinha, Barreiras e
Requenguela (FBC, 2012). Nas dltimas décadas, observa-se um esforco no
desenvolvimento do cultivo em larga escala, em detrimento da exploracgao indiscriminada e
insustentavel dos bancos naturais (CARDOZO, et al., 2007).

As principais algas encontradas no Brasil sdo Gracilaria, Hypnea e Gelidium (DE
OLIVEIRA et al.,, 2002; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004; CAVALLI; FERREIRA,
2010). Recentemente, a espécie exoética, Kappaphycus alvarezii, originaria das Filipinas e

introduzida no Brasil em 1995, teve seu cultivo liberado pelo IBAMA para a regido entre a
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Baia de Sepetiba, RJ, e llha Bela, SP (PANORAMA DA AQUICULTURA, 2008;
REVISTA AGROPECUARIA CATARINENSE, 2014).

Ursi et al. (2013), afirmam que o cultivo de algas gracilaridides no Brasil vem
aumentando anualmente, e uma avaliagdo revelou que 600 toneladas de Gracilaria spp.
foram extraidas para a extracdo de &gar. Todavia, 0 nosso pais ndo tém tradicdo no cultivo
de algas marinhas, a maior parte dos produtos de macroalgas consumidos séo importados e
a producéo de agar € bem inferior ao que se exporta (PLASTINO, 2004; ARAUJO, 2011).

Nesse contexto, torna-se necessario o desenvolvimento e a expansao dos cultivos, a
fim de atender ao crescente mercado e, sobretudo, reduzir a pressdo sobre os bancos
naturais, em processo de degradacdo devido a sobreexplotacdo e a poluicdo ambiental

(CHAI et al., 2014; FIALHO, 2015).

3.8. Hidrocoldides

O termo "hidrocoldides” é derivado do grego hidro "agua" e kolla "cola".
Hidrocoloides sdo, portanto, substdncias coloidais com afinidade para agua.
(WUSTENBERG, 2015). Referem-se a uma série de polimeros de cadeia longa,
polissacarideos e proteinas, 0s quais sdo totalmente soltveis em agua, formando solucdes
coloidais, ou parcialmente sollveis, sendo apenas capazes de inchar em agua, podendo ser
dispersos por meio de forcas de cisalhamento. Desta forma, s&o utilizados em aplicagdes
técnicas e regulados para espessar e estabilizar as formulagdes. Em alimentos processados,

eles sdo onipresentes - nenhum outro grupo de ingredientes contribui mais para

viscosidade, textura e corpo como hidrocol6ides podem fazer (WUSTENBERG, 2015).
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Os hidrocoloides sdo exemplos de aditivos alimentares adicionados
intencionalmente aos alimentos, com o objetivo de modificar suas caracteristicas fisicas,
quimicas, bioldgicas ou sensoriais, sem finalidade nutricional (BRASIL, 2015).

O uso de hidrocoloides em alimentos € regulado pela legislacdo de diferentes paises
para 0 emprego como agente emulsificante, espessante, gelificante ou estabilizante. A
quantidade utilizada destes € limitada a quantidade suficiente para obtencdo dos resultados
adequados para alimentos especificados nos grupos, conforme definido pelo Codex General
Standards for Food Additives (CODEX, 2014).

Com base em principios da anélise de risco, a ANVISA determina quais aditivos
sdo permitidos para cada categoria de alimentos, com suas funcGes e limites maximos de
uso, visando proporcionar o efeito tecnoldgico desejado sem oferecer risco a saide humana
(BRASIL, 2015).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, ANVISA, (BRASIL, 1997),
os aditivos sdo classificados de acordo com a funcdo exercida. Entre eles estdo os
espessantes, que aumentam a viscosidade de um alimento, e os geleificantes, que conferem
textura por meio da formacgdo de gel. Esses aditivos se constituem de diversos grupos
hidroxila em sua cadeia, garantindo ampla afinidade com as moléculas de agua, tornando -
os hidrofilicos. Além disso, quando em contato com agua, produzem uma dispersdo
(sistema intermediario entre uma verdadeira solucdo e uma suspensdo), exibindo as
propriedades de um coldide. Consequentemente, eles sdo apropriadamente denominados
"hidrocoldides” (SAHA; BHATTACHARYA, 2010).

O grupo heterogéneo (polissacaridos e proteinas) que constitui os hidrocoloides

exerce funcionalidades distintas, contribuindo nas propriedades estruturais e texturais dos
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alimentos, por meio da sua agregacdo e do comportamento de gelificacio (AMARAL,
2016).

Sabe-se que os hidrocoldides realmente ndo sdo emulsificadores, porque, na maior
parte, eles ndo tém a ligagdo caracteristica dos grupos lipofilos e hidrofilos na estrutura
molecular (WUSTENBERG, 2015). No entanto, estes agentes espessantes podem
estabilizar as emuls6es, aumentando a viscosidade da superficie da &gua Diante disto, faz-
se necessario elucidar o desempenho das proteinas como constituinte do grupo heterogéneo
dos hidrocoloides.

Segundo Neves (2015), nem todos os hidrocoldides exibem as quatro funcGes
(espessante, gelificante ou estabilizante), e mesmo quando as exibem, podem ser realizadas
por diferentes mecanismos.

Espessante é uma substancia que aumenta a viscosidade do alimento, propriedade
essa que consiste na resisténcia em fluir de um liquido, enquanto a substancia gelificante
confere textura por meio da formacdo de gel, enquanto os estabilizantes tornam possivel a
manutencdo de uma dispersdo uniforme de duas ou mais substancias imisciveis em um
alimento (BRASIL, 1997). Os estabilizadores, portanto, sdo substancias macromoleculares
que ndo conferem acdo emulsificante diretamente, mas consolidam as emulsdes
estabilizando-as (TONON, 2011).

Em geral, a acdo estabilizante e emulsificante esta pautada na sua capacidade de
interagir com as proteinas, as quais realmente tém propriedades que afetam a interface. A
fungdo primordial dos hidrocoloides em alimentos esta vinculada & capacidade de se
interagir a matriz e modificar o seu comportamento reologico, seja por espessamento ou

gelificacéo.
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Segundo Amaral (2016), as proteinas atribuem aos hidrocoldides sua excelente
capacidade de hidrofilicidade e polidispersidade, abaixam a tensdo interfacial devido a sua
adsorcdo na interface, podendo formar peliculas nessa interface, proporcionando a repulséo
eletrostatica e esférica entre as gotas, e 0s polissacarideos por suas propriedades de retencdo
de 4gua e espessamento.

Neves (2015) assegura que tanto proteinas como polissacarideos podem ser
descritos como hidrocol6ides, porém este termo foi consagrado aos polissacarideos e a
gelatina, que exibem propriedades de maior interesse relacionadas as modificagdes
reoldgicas dos materiais e a interagdo com a agua. Proteinas como caseina e gluten, sdo de
interesse mais relevantes em outras funcionalidades, como a formacdo de espuma e
emulsificagéo.

De acordo o (WUSTENBERG, 2015), os hidrocoldides podem ser classificados

segundo a sua origem e modo de fabricacdo, em quatro grupos diferentes:

1. Hidrocol6ides puramente isolados a partir de plantas (sem modificacdo
quimica);

2. Hidrocol6ides obtidos por fermentacéo;

3. Hidrocol6ides derivados de plantas que sdo quimicamente modificados;

4. HidrocolGides a partir de animais.

Segundo sua origem boténica e sua funcéo, ocorrendo naturalmente no organismo

vegetal, os hidrocolbides podem ser divididos em:
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v Exsudatos (coldides de proteccdo a serem depositados sobre as feridas):
goma acécia / goma arabica, dentre outros;

v Nossas Sementes (polissacarideos de reserva): goma guar, goma de
alfarroba, dentre outros;

v Extratos de plantas terrestres e algas marinhas (substancias estruturais):

pectinas, agar, alginato, carragenana, amido, celulose, dentre outros.

Além disso, existem:
v Polissacarideos bacterianos ou microbianos;
v Polissacarideos modificados;

v Proteinas de origem animal: gelatinas e caseinatos.

Ficocoldides sdo hidrocoloides extraidos exclusivamente de algas (por exemplo,
alginato, carragenana, agar), polissacaridos associados com a parede celular e espacos
intercelulares de algumas espécies de algas, as quais tém sido extensivamente usadas como
gelificantes, espessantes e agentes de estabilizacdo em alimentos e aplicagfes industriais
intervindo em diversas aplicagdes na industria de alimentos e produtos biomédicos
(GOMEZ-ORDONEZ; RUPEREZ, 2011).

A presenca de algas em produtos de uso diario, tais como pasta de dente,
cosméticos, xampu, alimentos para animais, alimentos para bebés, produtos lacteos, sopas
de preparacdo instantdnea e muitos outros produtos, sdo exemplos claros de que algas séo
usadas ha muitos anos na industria alimentar e cosmética (GOMEZ ORDONEZ, 2013).

O mercado é crescente e movimenta, anualmente, milhdes de délares no mundo e

suas aplicacOes sdo diversas nos mais variados tipos de inddstrias a medida que novas e
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diferentes propriedades destes ficocoldides sdo desenvolvidas (PEREIRA, 2010;
IBERAGAR, 2010; OLIVEIRA, 2015).

O "Global Hydrocolloid Market Report" estimou em 2013, que para o0 ano de 2018
0 mercado global de hidrocolbides esta projetado para alcancar US$7 bilhdes sendo a

América do Norte o maior consumidor desses aditivos alimentares (AMARAL, 2016).

3.8.1. Agar

Robert Koch utilizou o agar pela primeira vez como meio de cultura, em meados do
séc. IXX. Técnicas mais modernas de producdo do agar por ciclos de congelamento-
descongelamento sé iniciou em 1921, na Califérnia, Estados Unidos, por Chokichi
Matsuoka, um japonés que registou a patente em 1923 (IBERAGAR, 2010).

Quimicamente, o agar é considerado um polissacarideo complexo com uma
estrutura linear de unidades repetidas do dissacarideo agarobiose, um dimero constituido
por D-galactose e 3,6-anidro-L-galactose e a agaropectina, um polissacarideo constituido
por grupamentos, acido piravico e &cido D-glucurénico conjugado com agarobiose (Figura
11) (HOLDT; KRAAN 2011; FERREIRA, 2015).

Os diferentes tipos podem estar presentes no dgar da mesma espécie, dependendo
diretamente do aspecto fisioldgico, das diferencas entre as espécies agarophytas produtoras,
da fase do ciclo de vida, das pressdes impostas pelo ambiente, e ainda, do modo como

ocorre sua extracdo (SANTOS 2011; FLORENCIO et al, 2012).
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Figura 11 — Estrutura quimica do &gar:
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Fonte: Santos (2011).

O gel de agar apresenta estrutura molecular em cadeia e conformacéo helicoidal,
tais interagOes entre estas cadeias formam uma rede tridimensional capaz de aprisionar um

consideravel nimero de moléculas de agua nos intersticios (Figura 12) (SANTQOS, 2011).

Figura 12 — Esquema de gelificacdo do agar. Espirais aleatdrias (A), com o resfriamento as duplas hélices se
agregam (B), podem se agrupar com outras duplas hélices (C), por fim constituindo uma rede tridimensional,

formando o gel de agar (D) (adaptado de Potter, 2010).

g
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Fonte: Santos (2011).
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Soukoulis et al. (2007) afirma que uma maneira eficiente de aumentar a viscosidade
e a consisténcia de formulados l&cteos € a adicdo de hidrocoldides, por sua capacidade de
ligar a &gua, reagindo com os constituintes do leite,0s quais estabilizam a rede proteica,
impedindo a circulagdo de agua.

Embora o 4gar seja insoluvel em &gua fria, ele absorve, em torno de 20 vezes o seu
proprio peso (AGAR, 2016). O processo de gelificacio do &gar estd relacionado
exclusivamente as ligagdes com pontes de hidrogénio e sua capacidade de formar géis
reversiveis por simples aquecimento de solu¢Bes aquosas é a propriedade mais importante
do &gar, fundindo-se em aquecimento (+ 80°C) e gelificando em resfriamento (30-40°C) e
ciclo pode ser repetido diversas vezes sem alteracdo significativa nas propriedades
mecanicas do gel (RIBEIRO; SERAVALLI, 2004; WUSTENBERG, 2015).

O é&gar é um hidrocol6ide neutro, cuja solubilidade e a gelificacdo nao € afetada pela
adicdo ou presenca de outros eletrélitos e, portanto, ideal para espessar e gelificar alimentos
sem alterar ou adicionar qualquer sabor (IBERAGAR, 2010; WUSTENBERG, 2015). Uma
vantagem em relacdo as demais substancias gelificantes, € o seu alto poder de histerese
(SANTOS, 2011). A diferenca entre a gelificacdo e a temperatura de fusdo - é cerca de 50-
60 ° C, superior a muitos outros agentes gelificantes (por exemplo, k-carragenano a 15-20
° C) (WUSTENBERG, 2015).

Os geis obtidos a partir do agar extraido das Gracilarias com o seu baixo indice de
sinérese (expulsdo espontanea de agua através da superficie do gel em repouso) favorecem
sua aplicacdo como agentes gelificantes na producdo de alimentos de textura

caracteristicamente macia (FREILE-PELEGRIN; MURANO, 2004).
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A preparacdo da gelatina com agar proporciona uma solidificagdo mais rapida do
que a gelatina de origem animal, mantendo a consisténcia sélida a temperatura ambiente
(ORNELLAS, 2006) e quando incorporado aos alimentos, confere alteracbes nas
caracteristicas reoldgicas, estabilizacdo de emulsdes, promocao de suspensédo de particulas,
controle da cristalizacdo e inibicdo da sinérese dos alimentos processados, por serem
polimeros de cadeia longa que se dissolvem ou se dispersam em agua (FLORENCIO et al.,
2012).

O 4gar ¢ extraido principalmente das Rodofhytas Gelidium spp e Gracilaria spp,
podendo alcancar nas espécies de Gracilaria 31% em peso seco (HOLDT; KRAAN, 2011).
A utilizacdo de algas marinhas de género Gracilaria para a extracdo de agar no Nordeste
brasileiro tem aumentado consideravelmente nas Ultimas décadas. Os distintos tipos de
algas dos quais é possivel obter 0 &gar, ddo lugar a produtos com diferentes caracteristicas
(SANTOS, 2011), sendo amplamente utilizado na industria alimenticia, na confecgdo de
gelificantes e como um substituto do amido e da gordura, especialmente na industria de
enlatados e laticinios, bem como em sobremesas refrigeradas, aumentando a viscosidade
para estabilizar emulsdes e dispersdes (TERADA et al., 2013; AYRES-OSTROCK, 2014;
FERREIRA, 2015; AGAR, 2016).

Por ser um polissacéarido indigerivel do ponto de vista nutricional, forma parte da
fibra alimentar, pois sdo muito raras as enzimas capazes de degradar o agar, mesmo entre
0s microrganismos. Em vista disso, além de sua funcédo gelificante e estabilizadora, o gar
é consagrado como meio de cultira na area microbioldgica desde 1880 . Outras aplicacfes
descritas para 0 agar ou agar — agar sdo: capacidade para diminuir a concentracdo de
glicose no sangue e potencial como um anti-oxidante e anti-carcinogénico (HOLDT;

KRAAN, 2011).
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3.9. Alimentos funcionais: Aspectos gerais

O termo “funcional” implica que o alimento possui algum valor benéfico para a
saude, incluindo a redugdo do risco de doenca para quem o esteja consumindo” (EJTAHED
etal., 2012).

O termo Alimentos Funcionais foi inicialmente proposto no Japao na década de 80,
quando pesquisadores estudavam as relagbes entre nutricdo, satisfacdo sensorial e
modulacdo dos sistemas fisioldgicos, através de pesquisas relacionadas principalmente a
Lactobacillus casei Shirota, num contexto de promocao da salude e com o objetivo de
reduzir gastos com a salde publica (HOSOYA, 1998; FLORENCE, 2009; SCHULTZ
MOREIRA, 2014).

O Japdo foi o pioneiro na producdo e comercializacdo destes alimentos em funcao
de uma populacdo crescente de idosos e da preocupacdo, tanto do governo como da
populacdo em geral na prevencdo de doencas, alcancando, posteriormente, outros paises
como os Estados Unidos e a Europa (DIPLOCK et al., 1999; NEUMANN, 2002;
SCHULTZ MOREIRA, 2014).

A denominagdo legal de alimento funcional foi estipulada de acordo com o sistema
“Alimento Destinado a Uso Especifico de Saude” (Food for Specific Health Use —
FOSHU), em 1991, quando os alimentos funcionais japoneses passaram a apresentar um
selo de aprovacdo do Ministério da Saude e Bem Estar. A lei japonesa foi elaborada em
junho de 1997, estabelecendo as bases e conceitos necessarios para o desenvolvimento de
tais produtos, entretanto ndo é a Unica atualmente (NEUMANN, et al.,, 2000;

ROBERFROID, 2000; STANTON et al., 2005).
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No Brasil, as regras foram instituidas a partir de 1999 e o setor de alimentos é
regulamentado pela ANVISA, embora outros 6rgdos publicos como Ministério da
Agricultura também possuam regulamentos (NEUMANN et al., 2000). Antes da insercao
da RDC 18/99, todo e qualquer alimento poderia ser considerado como funcional As
legislacGes vigentes sobre alimentos funcionais sdo uma forma de controlar e fiscalizar o
mercado, para coibir abusos das industrias e rotulagem incorreta (NEUMANN et al., 2000).

A legislacéo brasileira, através das resoluces: ANVISA n°18/99 e 19/99 (ANVISA,
1999 a, b) estabelece alimento funcional como “aquele alimento ou ingrediente que, além
das fung¢des nutritivas basicas, quando consumido como parte da alimentagdo usual, produz
efeitos metabolicos e/ou fisiologicos benéficos a saude, devendo ser seguro para consumo
sem supervisdao medica”.

A ANVISA nao define alimento funcional e sim ‘“alegacdo de propriedade
funcional” e/ou “alegacdo de propriedade de saude” (ANVISA, 1999 a, b), ndo sendo
permitidas alegacfes de salude que facam referéncia a cura ou prevencdo de doencas.
Considera-se alegacdo de propriedade funcional, aquela relativa ao papel metabdlico ou
fisiolégico que o nutriente ou ndo-nutriente desempenham no crescimento, no
desenvolvimento, na manutencdo e em outras fungdes normais do organismo humano,
mediante demonstracdo da eficacia (FLORENCE, 2009).

Séo considerados alimentos funcionais aqueles que, além de fornecerem a nutri¢do
basica, promovem a salde atraves de mecanismos ndo previstos pela nutricdo
convencional, restringindo-se a promog¢édo da saude e ndo a cura ou prevencao de doencas
(KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008). Devem caracterizar-se como um alimento ou um

ingrediente convencional da dieta, resultando em beneficios clinicos ou de saude e bem
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estar comprovados e/ou a reducdo do risco de doencas, além de garantirem efeitos
nutricionais adequados (ROBERFROID, 2007; PADILHA, 2013; KHAN et al., 2013).

E importante ressaltar que os nutracéuticos sio diferentes dos alimentos funcionais
por vérias razdes, enquanto a prevengdo e o tratamento de doengas sdo associados aos
nutracéuticos, apenas a reducdo do risco da doenca estdo envolvidos com os alimentos
funcionais. Os nutracéuticos incluem suplementos dietéticos e outros tipos de alimentos, 0s
alimentos funcionais devem estar na forma de um alimento comum (PASCHOAL, 2008).

Os alimentos funcionais fazem parte de uma emergente area da alimentacdo e da
Ciéncia da Nutricdo e o seu mercado é crescente e estimulado pela exigéncia cada vez
maior dos consumidores por alimentos capazes de auxiliarem na manutencdo da salde,
como a reducdo de risco de doencas cronicas e de intolerancias alimentares, exercendo
beneficios além da nutricdo bésica, e que ao mesmo tempo, sejam saborosos e visualmente
atrativos (HENRY, 2010; SIMEONI et al., 2014; SILVA, 2015).

Os alimentos e ingredientes funcionais incluem probi6ticos, prebidticos, algumas
vitaminas, minerais, entre outros e sdo encontrados em diversos produtos como cereais,
leites fermentados, iogurtes, alimentos para nutricdo infantil, dentre outros (SANDERS,
1998, PITHVA et al, 2012).

Os produtos lacteos constituem grande parte dos alimentos funcionais e, dentre eles,
leites fermentados e iogurtes sdo os mais conhecidos e bem estabelecidos veiculos
probidticos, apresentando uma grande aceitabilidade e imensa popularidade (GNADIG et
al., 2003; SIMEONI et al., 2014), pois além de suas caracteristicas fisico-quimicas e
funcionais, os efeitos benéficos relacionados as bactérias laticas no leite fermentado séo

associados a saude pelos consumidores (VASILJEVIC; SHAH, 2008; PADILHA, 2013).
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3.10. Probidticos

O termo probiotico deriva da expressdo grega “pro bios”, que significa “a favor da
vida” (HORMANNSPERGER; HALLER, 2010). Sdo microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, melhoram o equilibrio microbiano intestinal,
produzindo efeitos benéficos a satde do consumidor (FAO/WHO, 2002; DE OLIVEIRA et
al., 2012; HILL et al., 2014).

Segundo Viegas (2008), a utilizacdo de micro-organismos benéficos ao homem,
data de milhares de anos. O conceito de que algumas bactérias podem promover a salde,
em vez de danos, nasceu no inicio do século XX, precisamente nos anos de 1900, onde a
acao dos micro-organismos foi interligada a longevidade de camponeses bulgaros e a
protecdo contra bactérias prejudiciais a saude (TRIPATHI; GIRI, 2014; BEZERRA, 2015).

Uma importante contribui¢cdo ao uso de probidticos deve-se a Tissier, quando em
1906, recomendou a administracdo de bifidobactérias para criancas com diarréia,
postulando que estas bactérias poderiam competir com as bactérias indesejaveis no
intestino, eliminando-as e tornando-se 0 micro-organismo intestinal dominante
(BALLONGUE, 1993 citado por VIEGAS, 2008).

Estas evidéncias impulsionaram véarios estudos que comprovaram os beneficios
ocasionados pela acdo dos probidticos na saude humana e, atualmente, sdo
reconhecidamente eficazes na promocéo da satde (GARCIA-RUIZ, 2014; RIBEIRO et al.,
2014).

Segundo Marafon (2010), a definicdo do termo probidtico evoluiu ao longo dos
anos em funcdo de diversos estudos cinéticos, genéticos e dos efeitos comprovados

cientificamente sobre a saude do hospedeiro. Vérias definicdes tém sido dadas para os
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probidticos, conforme apresentado no Quadro 1, entretanto, a definicdo atual e, portanto, a

mais aceita foi proposta pela FAO/WHO em 2001.

Quadro 1 — Defini¢do dos probidticos com o passar dos anos.

Defini¢do publicada Referéncia

Substancias  produzidas por microrganismos que | Lilly; Stillwell, 1965
estimulam o crescimento de outros.

Organismos ou substincias que contribuem para o | Parker, 1974
balan¢o microbiano do intestino.

Um suplemento de organismos vivos que beneficiam o | Fuller, 1989
hospedeiro, melhorando seu balanco microbiano
intestinal.

Um cultivo mono ou misto vidvel de microrganismos | Havenaar; Huis In’t Veld,
que, quando aplicado em animal ou homem, o afeta | 1992

beneficamente, melhorando as propriedades da
microflora endégena.

Organismos vivos que, quando ingeridos em certa | Schaafsma, 1996
quantidade, oferecem efeitos benéficos além da nutri¢do
bésica.

Um  auxiliar dietético microbiano que afeta | Naidu; Bidlack; Clemens,
beneficamente a fisiologia do hdspede, modulando a | 1999
imunidade, assim como melhorando o equilibrio nutritivo
¢ microbiano no trato intestinal.

Uma  preparacioc ou produto que contenha | Schrezenmeir; De  Vrese,
microrganismos  vidaveis, definidos em ndimeros | 2001

suficientes que alteram a microflora no héspede e
exercem efeitos benéficos.

Microrganismos vivos que, quando administrados em | FAO/WHO, 2001
quantidades adequadas, conferem beneficios a satide dos
hospedeiros.

Fonte: Marafon (2010).
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Os micro-organismos considerados probidticos, segundo a legislacdo brasileira, que
podem ser adicionados aos alimentos com a alegagdo para contribuir para o equilibrio da
flora intestinal s&o: L. acidophilus, L. casei shirota, L. casei variedade rhamnosus, L. casei
variedade defensis, L. paracasei, Lactococcus lactis, B. bifidum, B. animalis, B. longum e
E.faecium (ANVISA 2008).

As propriedades benéficas ndo podem ser consideradas para todas as cepas
probidticas, ou até mesmo para cepas de uma mesma espécie, uma vez que podem
apresentar areas de adesdo diferentes, efeitos imunoldgicos especificos e mecanismos de
acao caracterizados, sobre a mucosa (EJTAHED et al, 2011).

Os probioticos apresentam diversas caracteristicas inerentes a cada cepa e as mais
importantes sdo a sua capacidade para resistir ao suco gastrico acido do estbmago, aos sais
biliares e as enzimas digestivas; capacidade de aderir & mucosa intestinal, conviver com a
microbiota intestinal enddgena e produzir substancias que inibem o crescimento de
bactérias indesejaveis. Além disso, os probiodticos devem ser estaveis quando aplicados em
alimentos (FAO, 2002).

As acOes antagbnicas e de competicdo dos probidticos sobre 0os micro-organismos
indesejaveis, estimulam a multiplicacdo de bactérias benéficas e inibem a proliferacdo de
bactérias potencialmente prejudiciais, estabelecendo um balango adequado e reforgando os
efeitos imunoldgicos que aumentam a resisténcia aos patégenos e auxiliam na recuperacao
do equilibrio da microbiota autoctone, o que representa a base da terapia por probidticos
(SAAD, 2006; GAHRUIE et al., 2015). Entretanto, o balan¢o da flora intestinal humana
estd associado a uma boa nutricdo e saude do organismo e a insercdo de probidticos nos
alimentos, viabilizando meios para se alcancar esse balango da flora (LOURENS-

HATTING; VILJOEN, 2001).
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Diversos estudos comprovam que os probidticos podem auxiliar na intolerancia a
lactose, uma vez que bactérias como L. acidophilus e B. bifidum produzem a B-D-
galactosidase, enzima responsavel pela hidrolise da lactose e que estd ausente nos
individuos que apresentam intolerancia a esse agucar, além de outros beneficios a eles
atribuidos como: estimulacdo da resposta imune, alivio de alergias alimentares infantis e
dos sintomas da sindrome do intestino irritdvel, controle de infecgdes gastrointestinais,
reducdo da constipacdo e do cancer de cdlon, inibicdo do crescimento da Helicobacter
pylori, reducéo do colesterol sanguineo e aumento da digestibilidade dos alimentos, através
do aumento da biodisponibilidade de proteinas e de gordura, aumento da liberacdo de
aminoacidos livres, aumento da absorcdo de minerais e producgdo de vitaminas, bem como
estimulo de efeitos anti-mutagénicos, anti-cancerigenos e  anti-hipertensivos
(GOTTELAND et al., 2006; SAAD 2006; DIAS, 2012; BLAIOTTA et al., 2013; LOLLO
et al.,, 2013 GARCIA-RUIZ, 2014; RIBEIRO et al., 2014). Esses beneficios decorrem,
como ja mencionados, dos efeitos dos probidticos sobre a microbiota intestinal, como
efeitos antagdnicos, competicdo com micro-organismos indesejaveis, resisténcia aos
patégenos e estimulo de multiplicacdo de bactérias benéficas em relacdo as patogénicas
(ZACARIAS et al., 2011).

Segundo Silva (2015), dos géneros que integram os probidticos, o Bifidobacterium e
0 Lactobacillus apresentam grande destaque, pois sdo comumente utilizadas em
suplementacGes probidticas em alimentos e habitam todas as porcdes do trato gastrintestinal
humano saudavel.

As linhagens de bactérias para serem classificadas como probidticas devem
apresentar as seguintes propriedades: a espécie a qual pertence a bacteria deve ser,

preferencialmente, de origem humana; capacidade de aderir a mucosa do intestino,
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colonizar, a0 menos temporariamente, o trato gastrintestinal humano; produzir compostos
antimicrobianos e estarem metabolicamente ativas no intestino (KOLIDA; GIBSON,
2011). Entre os requisitos, incluem-se, ainda, a seguranca para uso humano, ter historico de
ndo patogenicidade e ndo estar associada a outras doencas, além de ndo apresentarem genes
determinantes de resisténcia a antibioticos (COLLINS et al., 1998; LEE et al., 1999;
SAARELA et al., 2000; DE OLIVEIRA et al., 2002; VASILJEVIC; SHAH, 2008).
Ressalta Monteagudo-Mera et al. (2012) que para conseguir estabelecer potenciais
beneficios dos probidticos para a salde humana é preciso realizar estudos in vitro antes dos
ensaios in vivo. Além disso, estirpes precisam ser testadas individualmente para cada

propriedade.

3.11. Bactérias acido laticas e Bifidobactérias

As bactérias acido laticas (BAL) integram um grupo heterogéneo de bactérias
Gram-positivas em forma de cocos ou bastonetes, ndo formadores de esporos, catalase
negativa, anaerobios ou aerotolerantes, composto por muitos géneros como Lactococcus,
Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc e Pediococcus (HUERTAS,
2010; RUSHDY;GOMAA, 2013). Por sua vez, as bactérias do género Bifidobacterium nédo
sdo bactérias acido laticas (BAL's) “verdadeiras”, entretanto sio comumente aceitas como
membros do grupo BAL, ainda que sejam filogeneticamente distantes deste grupo, pois,
produzem tanto o &cido acético quanto o acido lactico por uma via incomum, ndo usual do
sistema metabdlico da glicose (BARBOSA et al.,, 2012). Neste processo, ocorre a
conversao da frutose-6-fosfato em acetil-1-fosfato e eritrose-4-fosfato por acdo da enzima

frutose 6-fosfato fosfocetolase (F6PPK), enquanto que no metabolismo de Lactobacillus
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ocorre principalmente producdo de acido lactico (BARBOSA et al., 2012; COSTA et al.,
2012).

Dentre as BAL, os Lactobacillus acidophilus sdo os mais empregados como
probidticos em comparagdo as outras espéecies, em virtude da sua elevada capacidade de
adesdo ao epitélio intestinal, bem como os beneficios que traz para o hospedeiro, como a
regulagdo do trato gastrointestinal (ALVEZ, 2010). Algumas linhagens podem, inclusive,
melhorar o valor nutricional dos produtos aos quais forem adicionados, pela sintese de
acido fdlico, niacina, riboflavina e vitamina K (GOMES; MALCATA, 1999;
O’SULLIVAN, 2006).

Segundo OLIVEIRA (2014) a capacidade de exclusdo ou reducdo de
enteropatdgenos demonstrada por muitas linhagens de Lactobacillus e Bifidobacterium é
uma das caracteristicas mais importantes atribuidas a estes micro-organismos, despertando
interesse na biopreservacdo de alimentos. Diversos autores relatam que a atividade
inibitéria exercida frente a outros micro-organismos, devido a suas propriedades
antibacterianas potenciais estd relacionada aos produtos finais do seu metabolismo
(PEREIRA; GOMEZ, 2007; VASQUEZ et al., 2009; COSTA et al., 2012).

Os probi6ticos tém sido largamente explorados pela industria de laticinios como
uma ferramenta para o desenvolvimento de uma gama de alimentos funcionais
(VASILJEVIC; SHAH, 2008; BALDISSERA et al., 2011), principalmente, no que diz
respeito a caracterizagdo de cepas probidticas especificas para matriz de alimentos; bem
como a interacdo do teor nutricional dos componentes alimentares com as cepas probioticas
mais eficientes (MACHADO, 2015).

Os géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, membros comuns, mas ndo dominantes

da nossa flora gastrointestinal, sdo comumente adicionados em lacteos com alegacgdes
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funcionais, devido a sua comprovada atividade bioldgica e efeitos terapéuticos (SHAH,
2000; SWAIN et al., 2014; SILVA, 2015). Lactobacillus acidophilus, em especial, séo
reconhecidos pelo seu perfil de baixa pds-acidificacdo do produto sob armazenamento
refrigerado, aspectos importantes para a industria (DIAS, 2012).

Em funcéo da perda de viabilidade durante o periodo de amazenamento, aconselha-
se empregar culturas probioticas associadas a culturas de suporte, de preferéncia,
Streptococcus thermophilus ou outra cultura mesofilica que seja apropriada para atuar em
co-cultura com os probidticos. Esta escolha € fundamental para a obtencdo de produtos
fermentados frescos e com boa sobrevivéncia de probidticos durante sua vida-de-prateleira
(SAXELIN et al., 1999; SAARELA et al., 2000). Microrganismos probidticos quando em
co-cultura com Streptococcus thermophilus sdo estimulados pela cultura starter, uma vez
que as cepas probidticas possuem baixa atividade proteolitica (KOMATSU et al, 2008;
GALIA et al, 2009).

Streptococcus thermophilus sdo largamente utilizados na producdo de leites
fermentados, em funcdo de sua capacidade de producéo de acido latico, pela degradacdo da
lactose. Enquanto a atividade do Streptococcus promove a reducdo do pH até,
aproximadamente 5, os Lactobacillus causam uma reducdo ainda maior, até o pH 4. Neste
processo fermentativo, os produtos (acido latico, acetaldeido, &cido acético e diacetil)
resultantes de sua acdo inibem a proliferacdo de microrganismos patogénicos e promovem
mudangas na textura, aroma e sabor do leite fermentado (REID et al, 2003). Algumas cepas
de bactérias laticas requerem fontes exogenas de peptideos para a sua multiplicacdo, uma
vez que ndo séo capazes de sintetizar diversos aminoacidos.

Diversos fatores podem influenciar na viabilidade dos probidticos em produtos

fermentados, a exemplo da cepa utilizada, as condi¢bes da cultura, interacdo dos
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probioticos (bacteriocinas, antagonismo, sinergismo) com outras culturas starter, a
concentracdo do indculo, tempo e temperatura de fermentacdo e armazenamento, a
disponibilidade de nutrientes, a concentracdo de aclcares e 0 oxigénio presente
(LOURENS-HATTING; VILIOEN, 2001; EJTAHED et al, 2011).

E importante ressaltar que o nimero de micro-organismos viaveis no alimento a ser
consumido esta diretamente relacionado a promocdo dos efeitos benéficos, sendo
imprescindivel manter a viabilidade durante 0 armazenamento e ap06s a passagem pelo trato
gastrointestinal, permanecendo estaveis na chegada ao intestino (BURGAIN et al.,2013).

Para garantir beneficios a salde, a contagem total de bactérias lacticas viaveis deve
ser no minimo de 10° UFC/g, no produto final, para o(s) cultivo(s) lactico(s) especifico(s)

empregado(s), durante todo o prazo de validade (ANVISA, 2002).

3.12. Caracterizacao das culturas empregadas

Streptococcus thermophilus apresentam em sua morfologia, cocos unidos em
cadeia, Gram positivos, anaerdbios facultativos, homofermentativos, produzindo
principalmente acido lactico e, em menor quantidade, diacetil, acetaldeido, &cido formico e
acido piravico, a partir da lactose. S&o termofilicos, multiplicando-se rapidamente entre 37
e 45°C, com 6timo em 38°C, podendo tolerar até 50°C. Apresentam elevada sensibilidade a
NaCl (<2%) e importante funcdo bioajustadora de pH em processos fermentativos na
presenca de bactérias probioticas (FERREIRA, 2012). Algumas cepas sdo produtoras de
exopolissacarideos, muito Gteis na producéo de leites fermentados mais firmes, mantendo a

textura e a viscosidade durante a manipulagdo posterior a fermentagdo (COLLET, 2005).



65

A maioria das espécies de Streptococcus estd associada a patogenia humana e
animal, sendo o Streptococcus thermophilus, a Unica espécie do género empregada na
producdo de alimentos, que produz &cido latico e esta presente na composicdo da maioria
dos fermentos termofilicos empregados na producdo de diferentes tipos de queijos e leites
fermentados (FERREIRA, 2012).

Lactobacillus acidophilus s&o bastonetes n&o flagelados, ndo formadores de
esporos, gram-positivos e intolerantes ao sal. S8 microaerofilos ou anaerdbios, com
metabolismo estritamente fermentativo, sendo o acido lactico o principal produto do seu
metabolismo de carboidratos e em menor propor¢do, acetaldeido. Sua multiplicacdo pode
ocorrer em temperaturas de até 45°C, apresentando temperatura 6tima entre 35 a 40°C. O
pH ideal para a multiplicacdo é entre 55 e 6,0 (CARDARELLI et al., 2008; BUTEL,
2014).

Bifidobacterium animalis sdo bastonetes gram-positivos, comumente exibindo
forma bifida e sdo anaerdbios. A populacdo de bifidobactérias no intestino tende a ser
constante, mas € influenciada pela dieta, antibi6ticos, estresse, dentre outros fatores.
Multiplicam-se entre 20 e 46°C, morrendo a 60°C e o pH 6timo situa-se entre 6,5 e 7,0, ndo
havendo multiplicagdo em pH inferior a 5,1 ou superior a 8,0. Elas possuem as enzimas
superoxido desmutase e catalase, que auxiliam na protecdo contra o efeito tdxico de
superoxidos e perdxido de hidrogénio (CARDARELLI et al., 2008; BUTEL, 2014).

Culturas de L. acidophilus produzem éacido latico como resultado do seu
metabolismo fermentativo, enquanto as bifidobactérias produzem acido acético e acido
latico na proporcdo molar de 3:1. Essas bactérias ainda séo capazes de sintetizar acido
folico, niacina, tiamina, riboflavina, piridoxina e vitamina K (CARDARELLI et al., 2008;

BUTEL, 2014).
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Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis subsp. lactis podem
apresentar carater homofermentativo ou heterofermentativo. A homofermentagdo acontece
quando as hexoses sdo convertidas, quase que exclusivamente, em &cido latico (via de
Embden-Meyerhor). Na heterofermentacdo obrigatdria, as hexoses sdo convertidas tanto
em 4cido latico, quanto em etanol e/ou &cido acético, gas carbénico e ATP (via 6-

fosfogluconato/fosfocetolase) (GOMES; MALCATA, 1999; VASILIJEVIC; SHAH, 2008).

3.13. Leites fermentados e sobremesas lacteas

3.13.1. Leites fermentados

Os leites fermentados tém sua origem de tempos remotos, ndo sendo possivel
precisar a época de seu surgimento. No inicio do século XX, no Institute Pasteur (Paris —
Franca), um bidlogo russo chamado Elia Metchnikoff (1845 - 1916) conseguiu, pela
primeira vez, tracar uma relacdo entre a fermentacdo do leite e o papel das bactérias e
leveduras acidificantes (JAY, 1996 citado por VIEGAS, 2008), demonstrando que o
consumo regular de leites fermentados oferecia beneficios a salde (GONCALVES;
EBERLE, 2009). Ele estudava as propriedades de saude conferidas por leites fermentados,
associando sua producdo ao metabolismo de micro-organismos lacteos. A partir destas
descobertas, varias culturas lacticas foram isoladas e caracterizadas, bem como o processo
de fermentacdo passou a ser controlado e padronizado pelas industrias (ROBINSON,
1991).

Segundo os parametros fixados pelo Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade de Leites Fermentado, Instru¢cdo Normativa n® 46 de 23 de outubro de 2007,

“entende-se por Leites Fermentados os produtos adicionados ou ndo de outras substancias
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alimenticias, obtidas por coagulacdo e diminuicdo do pH do leite, ou reconstituido,
adicionado ou ndo de outros produtos lacteos, por fermentacdo lactica mediante acdo de
cultivos de microrganismos especificos. Estes microrganismos especificos devem ser
viaveis, ativos e abundantes no produto final durante seu prazo de validade” (BRASIL,
2007).

Leite fermentado é o nome genérico dado a produtos como: iogurte, leite cultivado,
leite acidofilo, kefir, kumys e coalhada. O termo “fermentado” refere-se ao processo de
inoculagdo do leite por bactérias acido laticas que convertem a lactose em acido latico,
produzindo o leite fermentado com caracteristicas especificas de textura, composi¢do e
propriedades sensoriais (CARNEIRO et al.,, 2012; SUMARMONO; SULISTYOWATI,;
SOENARTO, 2015). A producdo do &cido latico reduz o pH do leite, sendo que durante a
acidificagdo, o pH diminui de 6,7 para um valor < 4,6 (LEE; LUCEY, 2010). O leite
fermentado ou cultivado é o leite incluido na definicdo de Leites Fermentados, cuja
fermentacdo se realiza com um ou varios dos seguintes cultivos: Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Bifidobacterium sp, Streptococus thermophilus e/ou outras bactérias
acido-lacticas que, por sua atividade, contribuem para a determinagéo das caracteristicas do
produto final (BRASIL, 2007).

Os leites fermentados devem apresentar as caracteristicas fisico-quimicas

observadas na Tabela 2.
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Tabela 2 — Caracteristicas fisico-quimicas dos leites fermentados

Matéria Gorda Acidez Proteinas
Produto Lactea (g ac. Lacteas
(g/100g)* Latico/100g) (g/100g)*
Com creme Min. 6,0 0,6a2,0 Min. 2,9
Integral 3,0a5,9 0,6a2,0 Min. 2,9
Parcialmente desnatado 0,6a2,9 0,6a2,0 Min. 2,9
Desnatado Max. 0,5 0,6a2,0 Min. 2,9

* Os leites fermentados com agregados, agucarados e/ou saborizados poderéo ter contedido de matéria gorda
e proteinas inferiores, ndo devendo reduzir-se a uma proporgdo maior do que a porcentagem de substancias
alimenticias ndo lacteas, aglcares acompanhados de glicidios (exceto polissacarideos e polialcodis) e/ou
amidos modificados e/ou maltdextrina e/ou aromatizante / saborizante adicionados.

Fonte: (BRASIL, 2007) citado por Carneiro et al.(2012).

Ainda segundo a IN n°46 do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento
(MAPA), os leites fermentados devem apresentar durante seu prazo de validade comercial,

as seguintes caracteristicas microbiologicas (Tabela 3).

Tabela 3 — Contagem de microrganismos especificos.

Contagem de bactérias Contagem de
Produto lacticas (UFC/g) leveduras
especificas
(UFC/g)
Iogurte Min. 107" -
Leite fermentado ou cultivado Min. 10°" -
Leite acidofilo ou acidofilado Min. 10’ -
Kefir Min. 107 Min. 10*
Kumys Min. 10’ Min. 10*
Coalhada Min. 10° -

* No caso em que se mencione o uso de bifidobactérias, a contagem nao deve ser inferior a 10° UFC de
Bifidobactérias /g.
Fonte: (BRASIL, 2007) citado por Carneiro et al.(2012).
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A simples tecnologia de fabricagédo dos leites fermentados, aliada ao elevado prazo
de validade e o sabor agradavel, além dos comprovados beneficios a satde, tém sido fatores
determinantes para a popularizagdo destes produtos em todo o mundo (CARNEIRO et al.,
2012).

O Leite & um produto extremamente perecivel, havendo a necessidade de
acrescentar, apds o tratamento térmico, um cultivo iniciador (fermento) composto de
bactérias laticas que sdo micro-organismos que fermentam a lactose do leite a &cido latico
(AQUARONE, 2001). A fermentacdo lactea inibe a multiplicacdo da microbiota
deteriorante e de agentes patogénicos que possam alterar o alimento. Razdo pela qual os
produtos lacteos fermentados se conservam por periodo maior de tempo em relagcdo aos ndo
fermentados. O baixo pH, resultante deste processo de acidificacdo do leite, impede o
crescimentos de mofos e bactérias contaminantes no produto, evitando a formacao de gases
e reacdes de protedlise ou lipdlise que venham alterar o sabor e 0 aroma do alimento
(GRANATO, 2007; WENDLING & WESCHENFER, 2013). Estes beneficios podem ser
obtidos em outros produtos, como na elaboracdo de sobremesas em que a base lactea
fermentada é utilizada.

Os derivados lacteos correspondem a grande parte dos produtos probidticos
presentes no mercado mundial de alimentos funcionais, apresentando uma grande
aceitabilidade (SIMEONI et al., 2014; SILVA, 2015). Por serem ingredientes funcionais, 0s
probidticos ao serem adicionados em formulacOes lacteas, como em leites fermentados,
favorecem a presenca de bactéerias benéficas ao organismo, e em contrapartida, diminuem a

concentragdo de bactérias e micro-organismos indesejaveis (FULLER, 1991).
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3.13.2. Sobremesas lacteas

Sobremesas lacteas semi-sélidas sdo sistemas multicomponentes formuladas com
leite, espessantes (amido e/ hidrocoldides), sacarose, aroma, corantes ou polpas de frutas
(TARREGA; COSTELL, 2007; SPADA, 2015). Variacbes nas caracteristicas dos
ingredientes, conteudo de gordura do leite, tipo e concentragdo de goma e hidrocoldides,
aroma e corante, e as interacdes cruzadas, produzirdo diferencas na composi¢éo nutricional
e nas propriedades fisicas, reoldgicas, e sensoriais que podem influenciar na aceitabilidade
destes produtos pelos consumidores (TARREGA, 2005; TARREGA; COSTELL, 2007).

Segundo Spada (2015), polpas de frutas tém sido muito empregadas em sobremesas
lacteas, melhorando os aspectos sensoriais (aparéncia e sabor) e nutricionais da formulagéo,
além de mascarar o sabor de ingredientes inovadores adicionados no seu preparo, como
fibras prebidticas (GRANATO et al., 2010; GRANATO et al., 2012) e micro-organismos
probidticos (HEENAN et al., 2004).

A sacarose, apesar de atuar como agente espessante e estabilizar a umidade do
produto final, quando incorporado as sobremesas lacteas semissélidas ndo apresenta grande
funcionalidade, conferindo basicamente sabor adocicado ao produto, ocorrendo em
pequenas proporcdes e em alguns casos, € substituida por adocantes artificiais (CERVERA,
2013).

Sobremesas sdo consumidas em todo o mundo, por pessoas de diferentes faixas
etarias, devido as suas caracteristicas sensoriais como cor, sabor e aroma (ARAGON-
ALEGRO et al. 2007; SILVA et al. 2012). Além disso, os ingredientes inovadores e 0S
sistemas tecnologicos aplicados nas fabricas de laticinios tém proporcionado novas

alternativas as sobremesas classicas, permitindo a produgdo de produtos com novos
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sabores, maior digestibilidade e maior valor nutritivo, além de oferecer a oportunidade de
explorar a adicdo de probidticos e prebidticos, para atender a um mercado consumidor em
plena expansdo (NIKAEDO et al., 2004; VIDIGAL et al. 2012; KOMATSU et al. 2013).
Estudos tém testado a viabilidade de espécies de lactobacilos e bifidobactérias em
matrizes alimenticias, particularmente l4cteas (leites fermentados, bebidas lacteas, iogurtes,
sobremeas e queijos), comprovando eficacia destes alimentos como veiculo probidtico, ndo
somente em relagcdo a estabilidade dos micro-organismos, como também em relacdo as
propriedades tecnoldgicas e sensoriais (VINDEROLA & REINHEIMER, 2000; ARAGON-
ALEGRO et al., 2007; BURITI et al., 2007;ALLGEYER et al., 2010; PEREIRA et al.,

2010; FORTIN et al., 2011; BURITI et al., 2014; BURITI & SAAD, 2014).

3.14. Textura Instrumental

A textura € um dos fatores mais importantes na escolha dos alimentos e tem sido
vista ndo como um atributo isoladamente. O termo “textura, refere-se a um atributo de
parametros maltiplos que corresponde a manifestacdo sensorial e funcional da estrutura,
propriedades mecanicas e de superficie dos alimentos, sendo detectada através dos sentidos
da visdo, audicdo, tato e cinestésico (SZCZESNIAK, 2002). A percepcao da textura é um
processo cognitivo derivado de varios inputs, podendo ser entendida a partir de medicGes
fisicas e fisiologicas que permitem explicar como a estrutura dos alimentos se rompe e é
detectada durante o processamento via oral (PASCUA, 2013).

Szczesniak (1963) desenvolveu um importante trabalho sobre a textura dos
alimentos, estabelecendo, pela primeira vez, a ligacdo direta entre as propriedades

mecanicas de um alimento e o seu perfil de textura. A Andlise do Perfil de Textura
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Instrumental (TPA), por ele desenvolvida, ainda é frequentemente referida na literatura
como um método padrdo para a caracterizacdo deste pardmetro, simulando as condigdes em
que o alimento é submetido ao longo do processo de mastigacdo (BOURNE, 1978).

Um dos equipamentos muito requeridos quando se deseja mensurar a textura de
alimentos é o de Analisador Textura TA.XT plus Stable Micro Systems® (Figura 13),
desenvolvido especialmente para andlise de alimentos (BOURNE, 2002). Por meio de
controles eletrénicos precisamente ajustados e um software que agrupa os dados e gréaficos
gerados, este equipamento apresenta resultados muito sensiveis e versateis (ANZALDUA-

MORALES, 1994).

Figura 13 - Analisador de textura TA.XT plus.

Fonte: Autor.

Os métodos instrumentais constituem uma alternativa para a avaliacdo de textura,

fornecendo dados instrumentais que podem estar relacionados com a descrigdo sensorial,
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porém, a correlacdo entre a percepgdo de textura sensorial com as propriedades mecanicas
fundamentais ndo é uma tarefa simples, apesar de ser recomendada (LASSOUED et al.,
2008).

A aceitacdo dos produtos lacteos fermentados é fortemente influenciada por sua
consisténcia e viscosidade, essas caracteristicas definirdo a qualidade e identidade desses
produtos (LEE, LUCEY, 2010). Neste sentido, pardmetros de textura aplicados em leites
fermentados e sobremesas lacteas, sdo importantes atributos para a caracterizacdo destes
produtos e aceitagdo pelo consumidor. Atributos como firmeza, consisténcia, coesividade e
viscosidade tém sido avaliados visando caracterizar o perfil de textura de formulados
lacteos (SACCARO, 2008; BURITI et al., 2014, COSTA et al., 2015; TAVARES

ESTEVAM et al., 2016).

3.15. Analise sensorial

Stone & Sidel (2004) definem a analise sensorial dos alimentos como “o método
cientifico usado para evocar, medir, analisar e interpretar as reacfes a determinadas
caracteristicas dos alimentos tal e qual como séo percebidos pelos sentidos da visao, olfato,
tato, gosto e audic¢ao”.

A anélise sensorial apresenta estreita relacdo com o controle de qualidade dos
alimentos, tornando-se uma importante ferramenta na definicdo de propriedades
efetivamente subjetivas, que ndo podem ser simplesmente medidas por meio de testes
analiticos, por serem fundamentais para aceitacdo e preferéncia dos produtos pelos

consumidores (QUEIROZ; TREPTOW, 2006; FOEGEDING, 2007).
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Este método de analise oferece uma serie de técnicas com amplas aplicagcbes em
pesquisa, estudos de mercado, controle de qualidade e de processos, na formulacdo e
desenvolvimento de novos produtos e nas estratégias de langamento no mercado,
permitindo compreender e avaliar as qualidades sensoriais do produto (MOSKOWITZ,
HOWARD ; BECKLEY., 2012). Desta forma, uma aplicacdo adequada de metodologia
sensorial permite obter resultados importantes e confidveis a respeito do produto
desenvolvido (MAGALHAES et al, 2011).

Os métodos aplicados em anélise sensorial podem ser divididos em: discriminativos,
descritivos e afetivos. Dentre os métodos descritivos, destaca-se, a Analise Descritiva

Quantitativa, e dentre os afetivos esta o Teste de Aceitacdo (PASCUA, 2013).

3.15.1. Teste de Aceitacao

O Teste de Aceitacdo € um valioso e necessario componente de toda a andlise
sensorial, onde o consumidor é o instrumento de medida e, a partir da correta aplicacdo, é
possivel transformar dados subjetivos em objetivos, obtendo informag6es importantes sobre
0 grau com que as pessoas gostam ou ndo de um determinado produto (STONE; SIDEL,
1993).

A escala hedbnica hibrida (Apéndices) escala € muito utilizada para testes de
aceitacdo, devido a confiabilidade dos resultados e facil compreensdo da ficha pelos
consumidores, permitindo expressar sua aceitagdo pelo produto, seguindo uma escala
previamente estabelecida, variando gradativamente com base nos atributos “gosta” e
“desgosta” (0 = desgostei extremamente, 5 = ndo gostei nem desgostei, 10 = gostei

extremamente) (LAWLESS; HEYMANN 2010; VILLANUEVA; DA SILVA 2009).
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Devido a grande subjetividade na avaliagdo sensorial, € de fundamental importancia
que pelo menos 50 consumidores sejam consultados e que tenham o habito de consumir o
produto, para que o0s dados possam ser representativos da populacdo avaliada

(MOSKOWITZ, HOWARD; BECKLEY'., 2012).
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Effect of Aqueous Extract of the Seaweed
Gracilaria domingensis on the Physicochemical,
Microbiological, and Textural Features

of Fermented Milks

Adriana Carneiro Tavares Estevam, Flavia Carolina Alonso Buriti, Tiago Almeida de Oliveira,
Elainy Virginia dos Santos Pereira, Eliane Rolim Florentino, and Ana Lacia Figueiredo Porto

Abstract:  The effects of the Graclaria domingensis seaweed aqueous extract in comparison with gelatin on the physic-
ochemical, microbial, and textural characteristics of fermented milks processed with the mixed culture SAB 440 A,
composed of Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus, and Bifidobacterium animalis ssp. lactis, were investigated.
The addition of G. domingensis aqueous extract did not affect pH, titratable acidity, and microbial viability of fermented
milks when compared with the control (with no texture modifier) and the products with added gelatin. Fermented
milk with added the seaweed aqueous extract showed firmness, consistency, cohesiveness, and viscosity index at least
10% higher than those observed for the control product (P < 0.05). At 4 h of fermentation, the fermented milks
with only G. domingensis extract showed a texture comparable to that observed for products containing only gelatin. At
5 h of fermentation, firmness and consistency increased significantly (P < 0.05) in products with only seaweed extract
added, a behavior not observed in products with the full amount of gelatin, probably due to the differences between
the interactions of these ingredients with casein during the development of the gel network throughout the acidification
of milk. The G. domingensis aqueous extract appears as a promising gelatin alternative to be used as texture modifier in

fermented milks and related dairy products.

Keywords: back extrusion test, dairy foods, fermentation, gelatin substitute, gracilariaceae

Practical Application:

Despite more artisanal cultivation of Gracilaria scaweeds, the economical return is still unsure for

some small producers. The use of a Gracilaria domingensis aqueous extract for the production of fermented milks would

involve a technology adaptable at a small scale.

Introduction

Seaweeds are used throughout the world in a wide range of
applications, including their consumption as food, particularly in
countries such as Korea, Japan, and China. Seaweeds also can
be used for the extraction of phycocolloids, which are natural
chemical compounds with gelling properties having scientific and
technological applicability. Agars and carrageenans are important
phycocolloids, which are obtained by extraction of certain species
of red seaweed (Rhodophyceae) belonging to families Gelidiaceae
and Gracilariaceae. Compared to gelatin, the main advantage of
agar is the capacity to form a consistent gel at ambient temperature,
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in a low concentration in water (Norziah and others 2006; Bezerra
and Marinho-Soriano 2010; Gomez-Ordonez and others 2010).
In recent decades, the artisanal cultivation of Gradlaria seaweeds
has increased in the Brazilian Northeast (Hayashi and others 2014;
Ayres-Ostrock and others 2016). Graalaria domingensis (Kiitzing)
Sonder ex Dickie appears among the seaweeds used directly as a
food or as a source of agar (Yoshimura and others 2006). However,
the development of food products using seaweeds by these small
producers is still scarce, since they lack information about how to
use these raw materials in food processing through an accessible
technology. Moreover, a diversification in their economic activity
is required to ensure the final destination of these seaweeds, in
order to allow the social development of these communities.
Fermented milks are very popular products which can achieve
a microbiological and physical-chemical quality when produced,
even at a small scale, through the employment of well-controlled
hygienic procedures and the use of selected dairy cultures
(Holzapfel 2002; Walstra and others 2006). Streptococcus  ther-
mophilus and Lactobacillus delbreeckii subsp. bulgaricus are the starters
used in the production of yogurt; however, it is possible to pro-
duce fermented milks with no L. delbrueckii subsp. bulgaricus, such
as those fermented with cultures composed of Lactobacillus aci-
dophilus, bifidobacteria, and S. thermophilus, in order to avoid
postacidification and increase product quality (Tamime and others
2005). The use of mixed cultures containing L. acdophilus and
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Table 1=Central composite design wsed for the production of 1 d milks.
A of each modifier (g)
in 100 g of fermented milk
Proportion of each modifier . domimgemsindried Gelatin

Assays l-&-f«muudmﬂok..n) powder (x1) (=2)
Al (=1, =1 0 0
A2 {1 =) 04 o
Al [ER )} 0 04
AL 1R 04 04
AS 0 0) 02 02
A6 o 0) a2 02
A7 w0 02 02

Bifidobhacterium can have a positive mfluence on the human body,
since they are tradinonal probionc microorganisms, which can
confer health benefits on the host by mproving the intests-
nal microbial balance when administered in adequate amounts
(FAO/WHO 2006; Bedani and others 2013).

In view of these opportunities, the development of a fermented
milk produced with G domingensis extract and 2 mixed culture
containing L. sadaphilies and bifidobacteria appears as a strategy of
product diversification dnough the use of seaweed available in the
Brazilian Northe: coxst, besides obtaining a food with an im-
proved texture, an important quality alribut in fermented milks
(Ciron and others 2011). This study evaluated the ifluence of
aqueous extract of G, mesﬂvmdmdwphyu(ocbanxal.

purpose of evaluating the effects of the aq extract ob d
from G, domingensis seaweed (v)) i comparison with the com-
fermented milk production. The different assays produsced in this
study are shown m Table 1.

For the production of the fermented milks, a lyophilized mixed
culture comisting of B. animalis subsp. lactis, 1. acidophilus, and .
thermopilus (Culture SAB 440 A; Sacco, Cadonge, ltaly: 5 UC
per packet) was used. Skimmed milk powder (Nestlé, Aracatuba,
Brazil: 260 g) was reconstituted m 1.74 L distilled water, heat-
treated at 90 °C for S min and cooled 1o 46 °C for the dissolution
of 1 packet of lyophilized mixed culture. After homogenization,
the dissolved culture was distributed into sterile tubes (10 ml) and

nucrobiological, and instrumental fe of fer
milks produced with 2 mixed culture of B, animalis subsp, katis, L.
adophilies, and S, thermophilus, i comparson with a traditional
h)‘dmcoﬂoul (gelatin), In onder to better evaluate the effects of the
i on the s of fer d milk products,
the chemical compouuon of both C. dewmingenas zqucous extract
and dehydrated powder used for the extract preparation was alo
evaluated.

Materials and Methods

Production of aqueous extract of G. domingensis seaweed
Dried G. domingensis (Kutzing) Sonder ex Dickie seaweed was
purchased from Asedugio de Moradores Integrados da Coopenativa de
Pesca, Aquiculturs ¢ Agricultuns de Baleia (COOPAMAB, ltapipoca,
Ceara, Branl) and milled wsing a rotor mill type cyclone, model

frozen at 18 °C. The culture inoculum was prepared wsing 195 g
skimmed milk powder reconstituted in 1305 ml. distilled water,
heat-teeated at 90 °C for 5 man, cooled to 46 °C and immediately
added to the frozen dissolved culture (10 ml) for incubation at
37 °C during 4 h,

All the fermented milks were produced in amounts of 15060
ml. of final product with skimmed milk powder, aqueous extract
of G. domingensis and/or commercial powdered gelatin (Royal,
Sio Paulo, Brazil), distilled water, and cubture inoculum. The pro-
portions of each mgredsent used i fermented milk production
are shown in ‘Table 2. For the fet d milk production the
skimmed mulk powder was reconstituted with distilled water and
incorporated widt the aqueous extract of G. domingensis and/or
with ¢ 1l gelaon, heated at 90 °C for 5 mun and cooled
zo%°Cﬁ>rdnaddnmnol’duaﬂwrelmbm.Aﬁ«duL

s were fer d at 37 °C during 5 h.

TE-651 (Tecnal, Piracicaba, Brazil), The G, domingonsis aqueous
extract was prepared to facilitate the use of this seaweed s 2
thickener in formulated milk, in order to increase the viscosity of
the final product iding the formation of erystals that would
negatively affect the texture (crystals occur with the direct use
of dried seaweed powder). and maintaining the homogencous
appeanance of the fermented mulks.

Samplnmcolmnikfo«fermemmon(ﬂh)mda 1-h
intervals for 5 h to determine, in triplicate, the pHl, titratable
acidity, microbial viability, and instrumental texture,

Mean composition of G. domingensis dried powder
and agueous extract
Moisture, total solids, ash, and protein contents were deter-

To obtain the aqueous extract of G. demingentis, the § i
of the milled scaweed in 200 ml. distilled water were defined
acconding to the experimental dessgn (Table 1), This solution was

i for G. domingensis (dried powder and aqueous extract).
Moisture and total solids were determined in triplicate by drying

kept in a water bath at 100 °C for | h. The extract obtuned m
this step was filtered through a cotton net and the final volume
was adjusted to 200 ml., which was added to the other ingredients
and additional water up to a total volume of 1500 ml. The mean
solids content of the milk base mix was 11.8%,

Experimental design and fermented milk production
Seven formulations of fermented milks were produced in assay
lots, denoted Al to A7, using a central componite design, with the

2 gsamples at 105 °C. Ash was determined gravimetrically in trip-
licate by heating the dried samples at 550 “C o constant weight.
Amalytical procedures for the determination of mowsture, total
solids, and ash content of samples followed the standard methods
of the Instituto Adolfo Lutz (IAL 2008). Protein was estimated
by measunng the nitrogen content of triplicate samiples by the
micro-Kjeldahl method and multiplying by a conversion factor
(6.25), according to AOAC official methods 690.52 and 991.20
(AOAC International 2005), Fat content of dried G. domingensis
samples was obtamed for triplicate samples through extraction
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Table 2-Ingredients used for the prod of fi d milks studied (A1 to A7), according to the experi 1 design d ibed
in Table 1.
Assays
Items Al A2 A3 A4 A5 A6 A7
Aqueous extract prepared with 6 g G. 0 200 0 200 0 0 0
domingensis powder (ml)
Aqueous extract prepared with 3 g G, 0 0 0 0 200 200 200
domingensis powder (mL)
Gelatin (g) 0 0 6.0 6.0 3.0 3.0 3.0
Skimmed milk powder (g) 195 195 195 195 195 195 195
Inoculum (mL) 25 225 25 25 225 225 25
Total* (ml) 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500

*Distilled water was added in cach formulation up to a total volume of 1500 ml.,

with petroleum ether, using the Soxhlet device (IAL 2008). Total
dictary fiber (TDF) of dried G. domingensis samples was deter-
mined according to AOAC method 985.29 (AOAC International
2005). Available carbohydrates (total carbohydrates without TDF)
were obtained by difference for dried G. domingensis in order to
achieve 100 % (w/w) of the total composition (FAO 2003).

Physical-chemical and microbiological analysis

The pH values and titratable acidity of G. domingensis (dried and
aqueous extract) and of fermented milks during the incubation
process at 37 °C were determined in triplicate samples, according
to the analytical procedure of the Instituto Adolfo Lutz (IAL 2008).
The pH of samples was analyzed using a pH meter, model TEC-5
(Tecnal). Titratable acidity was expressed in terms of g/100 g G.
domingensis (dried and aqueous extract) and in terms of g/100 g
fermented milks (expressed as lactic acid).

The microbiological counts of fermented milks during the incu-
bation process at 37 °C (0 h, 2 h, and 5 h) were determined in trip-
licate through the total plate count for cultivable mesophilic and
thermophilic obligate or facultative aerobic bacteria, using Aer-
obic Plate Count agar - APC (Difco, Becton Dickinson, Sparks,
Md., US.A.) modified by the addition of 1% (w/v) lactose, after
48 h of incubation at 37 + 1 °C.

Instrumental texture

Instrumental texture of fermented milks after 3, 4, and 5 h of in-
cubation at 37 °C was determined in triplicate with a TA.XTplus
Texture Analyzer (Stable Micro Systems, Surrey, UK), using the
back extrusion test, performed according to the equipment in-
structions. At each sampling period, fermented milks were dis-
tributed into polypropylene flasks (approximately 300 ml) and
maintained at 4 °C for 24 h before the analyses, the time nec-
essary to complete texture stabilization. An acrylic compression
disc (35 mm diameter) was thrust into a cylindrical container
(50 mm diameter x 70 mm height) filled with samples at 4 °C up
to a height of 40 mm. The starting distance of the disc was set at
30 mm above the top of the sample surface. The disc penetrated
into the sample to a depth of 10 mm at 1 mm/s, and returned at
20 mm/s speed. The parameters measured consisted of firmness,
consistency, cohesiveness, and viscosity index, obtained by using
the Exponent software version 4.0.6.0 (Stable Micro Systems).

Statistical analysis

The composition of seaweed dried powder and aqueous ex-
tract are presented as means + standard deviations. Means and
standard errors are presented for fermented milk data. Differences
between fermented milk assays and incubation period were sta-
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tistically analyzed using analysis of variance (ANOVA), followed
by the post hoc Tukey test (P < 0.05). Before ANOVA evaluation,
data was checked for the normality and homogeneity of variances
using the Shapiro-Wilk and Bartlett tests, respectively. When this
assumption was not verified, the equivalent nonparametric tests
were applied. For the pH, titratable acidity, microbial viability, and
texture parameters of fermented milks the following model was
considered: yji = p + A + Tj + (AT)ji + &g, where yy is the
dependent variable, g is the overall mean, A; is the assay effect,
T; is the incubation period effect, and & is the residual random
error. Statistical analysis was performed using the SAS (Statistical
Analysis Systems) software version 9.4 (SAS Inst. Inc., Cary, N.C.,
US.A).

Results and Discussion

Physicochemical parameters of G. domingensis dried
powder and aqueous extract

Table 3 shows the results of pH and physicochemical composi-
tion of the dried G. domingensis and the d aqueous extract
at 0.4%. No titratable acidity and neutral pH values were obtained
for scaweed powder and aqueous extract, factors that favor the
consumption of G. domingensis as food and its use as ingredient
in formulated dairy products. The contents of moisture, ash, fat,
protein and carbohydrates found in this study for the G. domin-
gensis powder was close to the values found in other studies with
the genus Grdlaria (Marinho-Soriano and others 2006; Batista
2008), including the species G. domingensis (Pereira 2009; Franga
Pires and others 2012). Protein was the major component of the
total solids obtained in the seaweed aqueous extract, while carbo-
hydrates were the major constituents of the dried seaweed. In this
manner, most of the carbohydrates from the seaweed powder are
insoluble; they were not present in the aqueous extract, since they
were retained in the filtration process. The total dietary fiber con-
tent of dried G. domingensis used in this study was 63.46 g/100 g,
equivalent to 95.8% of the total carbohydrate amount of this sea-
weed.

Although the amino acid composition and biological activity of
proteins of some Gradlaria species, including G. domingensis, are
known, to which high levels of essential amino acids, except me-
thionine and cysteine, were reported (Gressler and others 2010),
there is still a lack of information about the functional proper-
ties (for example, gelling, stabilizing, and emulsifying capacity) of
these proteins in food products. At the same time, seaweeds are
a rich and readily renewable source of structural polysaccharides
with texture modifying properties in foods, most of which are
not digested in the human gastrointestinal tract and can be con-
sidered as dietary fiber (Gomez-Ordonez and others 2010, 2012).
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Table 3-Physicochemical parameters and mean P of Gracilaria domingensis dried powder and seaweed aqueous extract at
0.4% ( + e ata iy
Gracilaria Seaweed aqueous extract
domingensis produced with 0.4% G.
Items dried powder domingensis dried powder
Titratable acidity (g/100 g 0.00 0.00
pH 7.30 £ 0.01 7.14 £ 001
Moisture (/100 g) 12.03 4 0.49 96.64 £ 0.01
Total solids (g/100 g) 88.17 £+ 055 3.56 £ 0.48
Ash (/100 g) 11.25 £ 0.60 0.12 £ 0.07
Protein (g/100 g) 10.06 + 0.03 2.09 + 0.12
Fat (g/100 g) 0.45 £ 0.13 N.D2
Carbohydrates (/100 )b 66.21 N.D.
Total dictary fiber (2/100 g) 63.46 N.D.

*N.ID., not determined,
PObtained by difference according to FAO (2003).

According to Gomez-Ordonez and others (2010), the dietary fiber
content of seaweeds can vary from 33% to 75%, and the soluble
fractions can correspond to 50% to 85% of the total dietary fiber
content. In this study during the filtration process, insoluble fiber
and associated compounds (for example, minerals) were trapped
in the mesh, which can explain the lower values of ash in the
seaweed aqueous extract. Moreover, it is well known that a con-
siderable amount of structural polysaccharides that predominate
in Rhodophyta seaweeds (for example, agar and carrageenan) is
water-soluble (Gomez-Ordonez and others 2010; Mohamed and
others 2012). Therefore, soluble carbohydrates were present in the
G. dominguensis aqueous extract obtained in this study, thus con-
tributing together with the proteins present to texture and stability
of the fermented milks processed, as it will be discussed latter.

Physicochemical and microbiological parameters during
the incubation process for fermented milk production

The pH values, titratable acidity, and the microbial population
during the incubation process are shown in Table 4.

In general, the addition of the C. domingensis aqueous extract
and/or gelatin did not affect the acidification pattern of the
fermented milks studied. Significant decreases (P < 0.05) were
successively observed in the pH values between 0 and 5 h of
fermentation, except for the A6 assay between 4 and 5 h. Except
for A2, the first significant increase in the production of lactic
acid was only perceived in the second hour of fermentation
(P < 0.05). Significant differences were observed between the
assays for titratable acidity from the first to the 4th h of fermenta-
tion (P < 0.05). Despite the pH values close to or lower than 5.0
for all assays from the third hour, this fermentation period were
still insufficient to produce a firm curd, completely formed, in all
fermented milks. These weak curds were instrumentally observed,
since lower values of firmness, consistency, cohesiveness, and
viscosity index were obtained in comparison with the data
achieved for the subsequent fermentation sampling periods,
particularly for the Al and A5 assays (Table 4). All parameters
evaluated in the fermentation process were considered appropriate
after 4 h, particularly the titratable acidity values above 0.9 g/100
g in all experiments (Table 4), which are commonly found at the
end of fermentation in fermented milks such as yogurt (Ordoniez
Pereda and others 2005). At 5 h, no significant difference between
assays concerning titratable acidity was observed (P > 0.05) and
the maximum production of lactic acid was achieved.

A slight, although significant, difference (P < 0.05) concern-
ing the microbial populations between the assays was observed

before the fermentation process (0 h) (Table 4). However, this
difference cannot be attributed to the different concentrations of
G. domingensis aqueous extract and/or gelatin used in the fer-
mented milks, since no microbial metabolism is observed in this
step. All the significant differences between the assays concern-
ing the microbial viability observed throughout the fermentation
process (P < 0.05) reflected the variation already observed before
the fermentation (Table 4) and, therefore, are not attributable to
the presence of the seaweed aqueous extract and/or gelatin. Al-
though the G. domingensis aqueous extract did not improve the
microbial growth during the fermented milk production, it has
been reported that lactic acid bacteria and bifidobacteria were
able to metabolize these carbohydrates after reduction of their
molar mass. In the study of Wu and others (2007), Enterococcus fae-
calis BCRC13076 and Lactobacillus rhamnosus BCRC14068 were
able to metabolize oligosaccharides obtained from the enzymatic
hydrolysis of Gracilaria sp. polysaccharide extract. However, no
significant change (P > 0.05) in microbial populations (including
lactobacilli/enterococci and bifidobacteria) of controlled batches
containing Gracilaria sp oligosaccharides (16.3 to 143.8 kDa) and
fecal inoculum was observed in the study of Ramnani and others
(2012).

The fermented milks produced in this study met the criteria of
the Brazilian legislation and the Codex Alimentarius standard of
7.0 log cfu/ml minimum total microbial viability (Brasil 2007;
Codex Alimentarius 2010).

Instrumental texture of fermented milks

Progression of instrumental texture properties of the assays dur-
ing the fermentation process is shown in Table 5. In general, both
G. domingensis aqueous extract and gelatin were able to increase
the texture values of fermented milks A2 to A7 when compared
to control assay A1, with no addition of texture modifier.

From 3 to 5 h of the fermentation, the A2 assay, with only
the G. domingensis extract added as texture modifier, differed sig-
nificantly from the control Al concerning firmness (P < 0.05).
Except at 4 h, the firmness in A2 was significantly higher than
that of A3, with only gelatin added as texture modifier (P < 0.05).
The firmness in A2 at 3 h and 5 h did not differ significantly
from A4, with the full amounts of both G. domingensis aqueous
extract and gelatin as texture modifiers (P > 0.05). In all the prod-
ucts studied, the changes observed for consistency throughout the
fermentation process were similar to those observed for firmness
(Table 5).

No significant change was observed for cohesiveness of A1, A2,
and A4 assays between 3 and 5 h of fermentation (P > 0.05). On
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Table 4-Physicochemical and ing the i process at 37 °C for fe d milk producti See
Table 1 and 2 for the description of f d milks Al to A7.
Assays (mean values)™®
Time Standard
Parameters (h) Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 Standard error
rH 0 6.37 bA 6.23 dA 6.30 dA 6.32cdA  6.44aA 6.36 beA 6.31 dA 0.01
1 6.19 ¢B 6.06 cB 613 dB 6.12 dB 6.37 aB 6.27 bB 6.12dB 0.01
2 5.44 cC 5.35 ¢C 541 cdC 538deC  6.09aC 5.62bC 5.39 dC 0.01
3 4.95 cD 494 <D 4.91¢D 4.98 bD 5.04 aD 4.82dD 4.98 bD 0.01
R 4.83 beE 487 bE 4.80 cE 4.87 bE 4.79 ¢E 4.67 dE 4.92aE 0.01
5 4.75 aF 473abF  4.70 beF 4.76 aF 4.66 dF 464 dE 4.77 aF 0.0
Titratable acidity (g/100 g of 0 0237aD  0257aE  0250aD  0243aE  0.220aE  0.240aD  0.243aE 0.01
product expressed as lactic acid) 1 0.277abD  0.327aD  0.283abD 0286 bE  0.233bE  0.247bD>)  0.273 abE 0.01
2 0500bC  0.610aC  0500bC  0500bD  0303dD 0427 cC 0530 bD 0.01
3 0.907 abB 094028 0850 cB 0747 dC  0703dC 0900 abeB  0.877 beC 0.01
Rl 0.957bB  0923bcB  1.020 2A 0.897 ¢B  0.920bcB  1.063 aA 0.937 beB 0.01
5 1.040 aA 1.087aA  1.070aA 1.033aA  1.067 aA 1.060 aA 1.073 aA 0.01
Microbial viability (log cfu/mL) 0 7.39 cC 7.60 abC  7.69 aC 7.54abcC 748 beCC 7.48 beC 7.55 abC 0.03
2 8.92¢B 92.05bcB  9.22aB 92.06abB  8.81dB 9.12 abB 8.97 beB 0.03
5 9.29 cA 943bcA  9.49bA 943bcA  9.65aA 9.56 abA 931 ¢A 0.03

*abye,d Different lower case letters in a row denote significant differences between the assays for a same sampling period (P < 0,05),

PABCIDEF Different capital letters in a column denote signifi diffe b

Table 5-I 1

the sampling periods for 2 same assay (P < 0.05).

of fi
fermented milks Al to A7.

d milks during incubati See Table 1 and 2 for the description of

Assays (mean values)*?

Time Standard
Parameters (h) Al A2 A3 Ad A5 A6 A7 error
Firmness (mN) 3 102.0 ¢B 152.8 aB 122.1 bB 162.8 aA 113.7 bC 153.9 aC 120.1 b3 216
Rl 1126 ¢B 1524 ¢B 152.1 cA 173.0 bA 157.4 ¢B 190.8 aB 125.6 dB 2.16
5 128.3 dA 172.2bA 150.0 cA 164.5 bA 218.6 aA 2220aA 161.7 beA 216
3 984.0 bB 1316.8 a3 1066.5 b3 1350.5 aA 10322 bC 1329.7 aC 1056.6 bB 16.37
Consistency (mN ) 4 1071.8dB  1288.6 ¢cB 1268.3 cA 1437.0 bA 1339.7 ¢B 1562.0 aB 1103.1 dB 16.37
5 11655 dA  1469.4 bA 1291.4 cA 1370.2 cA 1769.4 aA 1776.8 aA 1378.1 cA 16.37
3 472 cA 75.7 aA 62.1bB 71.3aA 48.3 cC 74.6 a2C 58.1 beBB 221
Cohesiveness (mN) 4 523 cA 72.0 bA 77.5 abA 79.3 abA 77.9 abB 86.6 al} 59.2¢B 221
5 58.1 cA 79.5 bA 75.7 bA 78.0 bA 99.1 aA 1027 aA 74.0 bA 221
3 20.0 bA 458 aA 35.6 abA 463 aA 23.6 abB 43.7 abB 33.6 abA 0.03
Viscosity index (mN ) 4 25.5bA 46.2 abA 44.6 abA 69.4 aA 48.2 abB 48.7 abB 45.2 abA 0.03
5 35.3dA 56.9 abedA 48.8 cdA 67.8 abcA 75.3 abA 79.1aA 54.0 bedA 0.03

*abic,d Different lower case letters in 3 row denote significant differences between the asays for a same sampling period (P < 0.05).

differences by

PAB,C Different capital letters in a column denote signifi

the other hand, a significant increase was verified for cohesiveness
of A3 and A5 to A7 assays between 3 and 5 h (P < 0.05). Contrary
to what was found for firmness and consistency, no significant
difference concerning cohesiveness was verified between A2 and
A3 at5h, (P> 0.05). Likewise, no significant difference between
A2 and A4 was seen for cohesiveness during all sampling periods
(P > 0.05).

Regarding the viscosity index, the A2 assay differed significantly
from A1 (control) only at 3 h of fermentation (P < 0.05). On the
other hand, the A3 assay did not differ significantly from A1 and
A2 with respect to the viscosity index in all sampling periods
evaluated (P > 0.05). Moreover, significant differences between
A2 to A7 assays in relation to the viscosity index were not observed
(P > 0.05), except for AS and A7 which differed from A3 at5 h
(P < 0.05). The viscosity index of fermented milks did not differ
significantly between the sampling periods (P > 0.05), except for
the A5 and A6 assays which showed a significant increase at 5 h of
fermentation (P < 0.05).

For the A3 assay, processed with the full amount of gelatn, it
was verified that formation of gel was complete at 4 h of fermen-
tation since no significant difference for all the texture parameters

€878 Joumnal of Food Science « Vol. 81,Nr. 4,2016

pling periods for a same asay (P < 0.05),

evaluated was verified between 4 and 5 h (P < 0.05). At 4 h
of fermentation, the A3 assay showed a pH of 4.80. Accord-
ing to Ares and others (2007), gelatin interacts with the casein
matrix of fer d milks, developing a stronger 3-dimensional
network. In the study by Fizzmann and others (1999), the gelatin
was responsible for the final formation of the gel in milks at a
pH of 5.3. According to those authors, the microstructure of the
gel formed at that pH was based on a network of gelatin con-
tained inside the casein micelles. The authors reported that gelatin
had the appearance of a network of thin, smooth, compact layers
and that the casein micelles can be seen as small granules evenly
distributed throughout the network. Similar results were found in
this study for the A4 assay, processed with the full amounts of both
G. domingensis seaweed extract and gelatin, in which the formation
of gel was complete at 3 h of fer ion when the product still
at a higher pH (4.98), since no significant difference for all the
texture parameters evaluated was verified between 3 and 5 h of
fermentation (P < 0.05).

On the other hand, the A2 assay, processed with the full amount
of G. domingensis aqueous extract, showed significant increases in
firmness and consistency between 4 and 5 h (P < 0.05), with
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the pH varying from 4.87 to 4.73 within this period. Concern-
ing the behavior of red seaweed carbohydrates in milk products,
either agar or carrageenans are able to modify their texture and
stability; nonetheless, agar does not show milk specificity and does
not interact with the casein micelles to affect the gel network as
carrageenans are able to do (Piculell 2006; Stanley 2006; Alexan-
der and others 2008). Since agar is the main polysaccharide found
in Gracilaria species (Barros and others 2013), it is expected that
the gel formation pattern in fermented milk A2 is similar to that
found in milk products with added agar. In agar-milk gels the
polysaccharide is homogeneously distributed and casein micelles
are still free diffusing in the void spaces (Alexander and Dalgleish
2007; Corredig and others 2011). Due to this fact, from 4 o 5 h
of fermentation, casein micelles were probably still free to form
a firmer curd while the acid production increased up to 5 h in
the A2 assay. Similar behavior was also observed in the A5 to A7
assays, processed with half the amounts of seaweed aqueous extract
and gelatin.

Conclusions

Regarding the physicochemical composition of G. domingensis,
the carbohydrates were the major constituents of the dried sea-
weed, while protein was the main component of total solids in
the seaweed aqueous extract. A texture modifier capacity of the
G. domingensis aqueous extract on fermented milks was verified,
probably due to the presence of proteins and also soluble polysac-
charides, since agar is the main carbohydrate found in Gracilaria
species. The titratable acidity, pH, and microbial population pro-
files during the fermentation period were similar for the control
assay and for the fer d milks cc g different levels of
gelatin and/or seaweed; therefore, the use of these ingredients did
not interfere in the fermentation process. The values of the instru-
mental texture parameters obtained throughout the fermentation
process for products containing seaweed aqueous extract were sim-
ilar or higher to that obtained for the fermented milk containing
only gelatin as texture modifier. Therefore, the G. domingensis
aqueous extract appears to be a promising bulking agent and a
gelatin alternative to be used as texture modifier in fermented
milks and related dairy products, including those processed in
small plant facilities. It is easy to be obtained through accessible
technology, allowing a diversification in the economic activity of
the artisanal seaweed producers.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

This study evaluated the physicochemical characteristics of Gracilaria birdiae and the effects of aqueous extract
of this seaweed on the physicochemical, microbiological and textural features of milk fermented with a mixed
culture of Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium animalis subsp. lactis. The
seaweed powder contained 68.61 g 100 g~ ! dietary fibre and the seaweed aqueous extract was composed of
2.44¢ 100g " total solids. The seaweed did not inhibit the growth of cultured microorganisms and all fer-
mented milk assays achieved similar microbial viability and acid production after 5h at 37 "C. Nonetheless, the
microbial viability tended to be above 9 log cfu ml™! in the assays added to G. birdige even after 2h of fer-
mentation, with increased acid production at this period compared to the products without seaweed. When the
seaweed extract was compared to gelatin as a texture modifier, the effect of G. birdiae was higher than the animal
hydrocolloid. Moreover, the interaction effect of these two ingredients was about a half that of the seaweed
alone. The desirability function showed that similar texture parameters obtained for the final product prepared

Keywords:

Phycocolloids

Fermented dairy products
Gelatin alternative
Instrumental texture
‘Thickener

using gelatin at 0.4 g 100 g~ would be obtained using only G. birdiae at 0.3g 100g .

1. Introduction

Seaweeds are sources of a range of nutritious compounds such as
carotenoids, vitamins, minerals, essential fatty acids, proteins, and
dietary fibre (Lordan, Ross, & Stanton, 2011), which explains, in part,
their continued consumption as food, not only in Asia, but also in
Western countries (Hotchkiss & Trius, 2010). Among these compounds,
the soluble dietary fibre fraction of Rhodophyta (red seaweeds) con-
tains sulphated carbohydrates, which have been described as biologi-
cally active compounds (Ahmadi, Moghadamtousi, Abubakar, & Zandi,
2015) and are also partially fermentable by colonic microbiota
(Cockburn & Koropatkin, 2016). These are high weight polysaccharides
referred as phycocolloids (Pangestuti & Kim, 2015). The cultivation of
Gracilaria, a genus of seaweeds, has been increased considerably in
Brazil, with the main focus on the phycocolloid production (Ursi et al.,
2013). Phycocolloids are commonly used as texture modifier in food
products, particularly dairy applications (Pangestuti & Kim, 2015).

Gelatin, in parallel, an ingredient derived by irreversible hydrolysis
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of the ossein proteins (edible proteins from animal bone) and collagen,
is one the most frequent texture modifier used in fermented milks due
to its property to stabilise and confer a sheen-like appearance to the
product. Nonetheless, when gelatin is used as texture modifier alone,
the final product may have a jelly-like characteristic, tending to stir out
lumpy, which is undesirable (Chandan & O'Rell, 2013). Moreover, the
issue of gelatin replacement exists for vegetarian diets (Jaswir et al.,
2016). Even between lacto-vegetarians, in which the intake of dairy
products is allowed, these consumers tend to avoid foods which come
from or contain ingredients derived from animal sources, such as meat,
rennet and gelatin (Charles, 2014).

Fermented milks are recognized as an important source of nutrients
and minerals with high bioavailability (Roux, Slobodianik, Cano, &
Perdigén, 2003). Fermented milk production involves the use of lactic
acid bacteria and other selected microorganisms as starter cultures,
which are added to milk to produce lactic acid by fermentation of the
milk's lactose or other sugars added to the dairy mix, and also to bring
desired changes and attributes, including in flavour and texture
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skburn & Koropatkin, 2016; Vedamuthu, 2013), Some cultures used
he production of fermented milks contain Lactobacillus acidophilus
Bifidobacterium, known by their capability to impart health-pro-
ing properties to the consumers as probiotics (Vedamuthu, 2013;
ikaya, 2014).

[n this context, the use of the aqueous extract of Gracilaria species
ears as an interesting option as an alternative to gelatin to be in-
yorated as texture modifier in fermented milks. However, there are
e concerns in respect to the influence of such seaweed on the mi-
wrganisms of lactic culture since antimicrobial properties have been
»rted for certain Gracilaria species (Tiiney, Cadirci, Unal, & Sukatar,
6; Balasankar & Pushparaj, 2014), which would result in an in-
tory effect on bacterial growth, slow fermentation and production

T'he influence of the aqueous extract of Gracilaria birdiae (Plastino &
‘eira) seaweed, in comparison with gelatin, on the microbial
vth, acid production and instrumental (exture parameters
ughout milk fermentation using a mixed culture composed of
lobacterium animalis subsp. lactis, Lactobacillus acidophilus and
ptococcus thermophilus was evaluated in this study. The physico-
mical properties of G. birdiae dried powder and aqueous extract
e also presented in this study.

aterial and methods
Production and characterisation of the seaweed aqueous extract

. birdiae seaweed was purchased in a dried milled powder from
wciagdo de Moradores Integrados da Cooperativa de Pesca, Aquicultura e
cultura de Baleia (COOPAMARB, Itapipoca, Ceard, Brazil). The aqu-
5 extract of this seaweed was prepared, as described in a previous
wscript for Gracilaria domingensis (Tavares Estevam et al., 2016),
g 200 ml of distilled water with the proportions of G. birdiae dried
rder defined by central composite design used in this study
sle 1). The seaweed solution was maintained in water bath at 100 °C
L h. The seaweed extract as filtered using a cotton net and its volume
adjusted to 200ml. This volume was used with the other in-
lients to achieve a total formulation of 1500 ml for fermented milk
luction.
3. birdiae dried powder and aqueous extract were characterised
irding moisture, total solids and ash content, following the analy-
| standard procedures of the Instituto Adolfo Lutz (2008). Moisture
total solids were determined in triplicate by drying 2 g samples at
°C. Ash was determined gravimetrically in triplicate by heating
d samples at 550 °C up to constant weight. Protein, fat, total dietary
2 and total carbohydrates were also obtained for the G. birdiae dried
rder. Protein was estimated by measuring the samples nitrogen
tent in triplicate by using the micro-Kjeldahl method and multi-
ng by the conversion factor of 6.25, according to the official
hods AOAC 690.52 and 991.20 (AOAC International, 2005). The fat

el
ral composite design for the independent variables G. birdiae aqueous extract (x;) and
in (xz) used in the fermented milk assays of this study.

Coded variables Amounts of each texture modifier (g) in 100 g
of fermented milks

G. birdiae Gelatin (x2)  G. birdiae extract (x;)  Gelatin (x3)

extract (x;)

-1 -1 0 0

1 -1 0.4 0

-1 1 0 0.4

1 1 0.4 0.4

) 0 0.2 0.2

0 0 0.2 0.2

0 ] 0.2 0.2

419
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Table 2
Proportions of ingredients used in the fermented milks (assays Al — A7) according to the
central composite design described in Table 1.

Item Assays
Al AZ A3 A4 AS A6 AT
Extract prepared with 6 g G. 0 200 0 200 0 0 0
birdige (ml)
Extract prepared with3gG. 0 0 [i] 0 200 200 200
birdiae (ml)
Gelatin (g) 0 1] 6.0 6.0 3.0 3.0 3.0
Skimmed milk powder (g) 195 195 195 195 195 195 195
Inoculum (ml) 225 225 225 225 225 225 225
Total (ml) 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500

content was obtained in triplicate from the ether extractions using the
Soxhlet device (Instituto Adolfo Lutz, 2008). Total dietary fibre was
determined following the official method AOAC 985.29 (AOAC
International, 2005). Total carbohydrates were determined by the sum
of the constituents protein, fat, moisture and ash and subtracted by the
total weight, according to Food and Agricultural Organization of the
United Nations (2003). G. birdiae aqueous extract was also analysed
regarding the pH using a pH-meter (model TEC-5, Tecnal, Piracicaba,
Brazil).

2.2. Experimental design

Fermented milks were produced according to a central composite
experimental design totalizing seven assays, denoted Al to A7
(Table 2), in order to evaluate the effects of the G. birdize aqueous
extract (x,;) in comparison with a commercial texture modifier - gelatin
(x3) throughout milk fermentation.

2.3. Production of fermented milks

The production of fermented milks of this study followed the pro-
cedures previously described by Tavares Estevam et al. (2016) for the
development of fermented milks with Gracilaria domingensis seaweed.

The fermented milks were produced using the SAB 440 A lyophi-
lised mixed culture (Sacco, Cadorago, Italy, 5 UC per sachet), composed
of Streptococcus thermophilus, L. acidophilus and B. animalis subsp. lactis.
One sachet of this culture was dissolved in reconstituted skimmed milk
(Nestlé, Aracatuba, Brazil, 260 g powder in 1.74L distilled water)
previously heat-treated for 5 min at 90 °C, followed by cooling down to
46 °C. The dissolved culture was distributed in portions of 10 mL into
sterile tubes and frozen at —18°C. This volume of culture was used to
prepare the inoculum, using 19.5 g of skimmed milk reconstituted in
130.5ml distilled water previously heat-treated for 5minat 90°C,
followed by cooling down to 46 °C, in which the frozen culture was
dissolved.

The fermented milks were prepared using skimmed milk powder, G.
birdiae aqueous extract and/or powdered gelatin (Royal, Sao Paulo,
Brazil), distilled water and culture inoculum, according to the propor-
tions shown in Table 2. The milk powder was reconstituted using the
distilled water, added of G. birdiae aqueous extract and/or gelatin
(except for Al assay), heated for 5 min at 90 °C, cooled to 46 °C, then
added of the culture inoculums and fermented for 5hat 37 °C, in order
to achieve acidity higher than 0.6 g lactic acid g ', as stablished in
fermented milk standards (Brasil, 2007; Codex Alimentarius, 2010).

2.4. Titratable acidity and microbial analysis

The acid production (At-t0) in assays Al to A7 was assessed by ti-
tratation at 1-h intervals throughout the 5h incubation at 37 °C and
expressed in terms of g 100 g’l lactic acid (Instituto Adolfo Lutz,
2008). The microbial viability was determined in assays Al to A7 in
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Fig. 1. Microbial population (log cfu ml ') of assays Al to A7 before (W) and during incubation process at 37 “C after 2 h () and 5 h (C). Error bars indicate the standard deviations. For
the same sampling period, a,b different lowercase letters denote significant differences between the different assays. For a same assay, A, B different capital letters denote significant

differences between the different sampling periods.

triplicate before the fermentation (0 h) and at 2 h and 5 h of incubation
at 37 °C through the total plate count for cultivable mesophilic and
obligate or facultative bacteria, using Aerobic Plate Count agar — APC
(Difco, Becton Dickinson, Sparks, MD, USA) modified by the addition of
1% (w v~ 1) lactose, after 48 h of incubation at 37 + °C.

2.5, Instrumental texture analysis

The instrumental texture was determined in triplicate for the assays
Al to A7 at 3h, 4h and 5h of fermentation with a texture analyser TA.
XTplus (Stable Micro Systems, Surrey, UK), employing the back extru-
sion test, according to the equipment instructions. At each sampling
period, fermented milks were distributed in polypropylene plastic pots
with tamper (approximately 300 ml) and maintained under refrigerated
conditions at 4 °C for 24 h before the analyses, a necessary period to
complete the stabilization of texture. Prior the tests, an acrylic disc
(50 mm diameter X 70 mm height) was filled with the samples at 4 °C
up to reach 40 mm height. An acrylic disc (35 mm diameter) was po-
sitioned at 30 mm above the top of the sample surface, which was
thrusted onto the sample at a depth of 10mm at 1 mm s~ ' speed, with a
return at 20mms ™" speed. The measured parameters firmness, con-
sistency, cohesiveness and viscosity index were obtained by means of
Exponent software version 4.0.6.0 (Stable Micro Systems).

2.6. Statistical analysis

The results were presented as means + standard deviations. Data
were checked for the normality and homogeneity of variances using the
Shapiro-Wilk and Bartlett tests, respectively. Differences between fer-
mented milk assays and incubation period were statistically analysed
using analysis of variance (ANOVA), followed by the post-hoc Tukey
test, with P < .05, or the equivalent non-parametric tests for data
lacking normality and homogeneity of variances. For the parameters of
fermented milks, the following model was considered:
Yijk = B+ A + T + (AT + &ij. where yij is the dependent vari-
able, p is the overall mean, A; is the assay effect, Tj is the incubation
period effect and &y is the residual random error. Statistical analysis
was performed using the SAS (Statistical Analysis Systems) software
version 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

The experimental results of texture for fermented milks after 5h of
incubation at 37 °C were applied to obtain the regression models, as a
function of the proportions of texture modifiers (x; = G. birdiae extract
and xz = gelatin) present in the formulations:
¥ = Bo + Bix; + Poxz + PBiaxyxy, where ¥ is the dependent variable, f;
is the coefficients estimated by the regression model and x; is the in-
dependent variables using the STATISTICA software version 9.0
(Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).

420

3. Results and discussion

3.1. Physicochemical parameters of G. birdiae dried powder and aqueous
extract

The total carbohydrates (70.70g 100g~") were the main con-
stituent of G. birdiae dried powder, which contained 68.61 g 100 g 'of
dietary fibre (equivalent to 97.04 g 100 g " of the total carbohydrates).
The moisture content represented 13.42 g 100 g~ ' of the seaweed dried
powder, similar amount to that verified for Gracilaria species (Batista,
2008; Tavares Estevam et al., 2016), The protein and ash contents of G.
birdiae powder were 11.06 g 100g ' and 4.49g 100 g ', respectively,
also in similar amounts to those verified in other study for G. birdiae
(Franca Pires et al., 2012). The fat content (0.33 g 100 g~ ') represented
the minor constituent of G. birdiae seaweed extract, also similar to that
verified for Gracilaria species, including G. birdige. (Floréncio,
Florentino, Da Silva, Fernandes, & Cavalcanti, 2012).

Regarding the G. birdiae seaweed extract, it showed 2.44g 100g "
of total solids and 0.06 g 100 g~ of ash. Moreover G. birdiae extract
showed a neutral pH (6.93 *+ 0.03) and did not show titratable acidity
(0.00g 100 g~ "), similar results to those found in a previous study of
this research group for G. domingensis seaweed extract (Tavares
Estevam et al., 2016).

3.2. Microbiological and titratable acidity d milks

in fer

The microbial population observed during the production of fer-
mented milks is shown in Fig. 1. No inhibitory effect of G. birdiae on
growth of microorganisms from mixed culture used in the production of
the fermented milks was observed. On the contrary, the microbial
viability after 2 h of fermentation tended to be slightly higher, above 9
log cfu ml ™", for most of the assays with added G. birdiae, although all
fermented milks achieved similar values for this parameter after 5h. A
similar trend was also found for the mean titratable acidity increments
(At-t0) during the incubation process of these fermented milks (Fig. 2).
Considering the acidity produced in the beginning of fermentation
(0-2h period), assays with G. birdiae aqueous extract showed the
highest increment in the titratable acidity, particularly for samples with
extract at the highest amount of scaweed powder (assays A2 and A4),
which differed significantly from those with no seaweed added, assays
Al (negative control without any texture modifier) and A3 (positive
control with gelatin). Specifically, for the assay A4, with the highest
amount of both G. birdiae and gelatin, the acidity production stabilized
after 4h of fermentation, since it did not differ from values at 5h
(p > .05). Nonetheless, an increment of at least 0.7 g 100g ~ ! in H-
tratable acidity was verified for all assays after 5h of fermentation, the
period in which a completely formed and stable curd was observed for
these products, which was also concurrently to the stabilization of the
microbial growth.

This trend of a faster acid production in the beginning of the in-
cubation process for the assays with added G. birdige extract might be
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Assays

Fig. 2. Acidity production (At—t0 g 100 g ") in assays A1 to A7 during incubation process at 37 °C after 1 h (M), 2h (&), 3h (0, 4h () and 5 h (@). Error bars indicate the standard
deviations. For the same sampling period, a,b different lowercase letters denote significant differences between the different assays. For a same assay, A, B different capital letters denote

significant differences between the different sampling periods.

(a)

260

240

220

200 BA
-, 180 A L
’i 160 by deA B4
¥ M0 datA " ’

120 1 b8l b€ b be

100
i}

60

40

20

] .

Al A2 AS Af

(e)

Cohesiveness (mN)

AURNNNNNNNNNRY

Af

Fig. 3. Instr

1 texture | t
incubation at 37 °C. Error bars indicate the standard deviations. For the same sampling period, a,b different lowercase letters denote significant differences between the different assays.
For a same assay, A, B different capital letters denote significant differences between the different sampling periods.

Table 3
Coefficients () with their respective standard-errors [SE] and quality analysis of the
maodel for the texture parameters of fermented milks at 5h of incubation at 37 °C.

Item Values
Firmness Consi v Caol Viscosity
index
G. hirdiae extract 30.11 [3.87] 190.58 [28.42] 16.22 [2.09] 1839
(x1) [1.02]
Gelatin (xz) 23.53 [3.87] 150.98 [28.42] 12,02 [2.09] 13.25
[1.02]
G. birdiae 14.39 [3.87] 105.16 [28.42] 7.08 [2.09]  10.53
extract x Gelat- [1.02]
in (x; xz)
P (model) < 0.005 < 0.005 < 0.005 = 0.001
P (lack of fit) 0.157 0.287 0.106 0.758
Adjusted R? 0.844 0.807 0.835 0.968
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related to this ingredient acting as a source of some carbohydrates that
could be metabolized by the microorganisms of the mixed culture used
in the production of the fermented milks. Wu, Wang, and Pan (2007)
reported that some lactic acid bacteria (lactobacilli and enterococei)
were able to grow in the presence of Gracilaria sp. oligosaccharides, On
the other hand, such a trend was not verified in a previous study of our
research group with Gracilaria domingensis aqueous extract also used as
gelatin alternative in fermented milks, in which the seaweed interfered
neither in the microbial viability of lactic culture nor in the acidic
produetion throughout the incubation process (Tavares Estevam et al,,
2016). Moreover, the effect of G. birdiae on milk acidification in this
study probably did not involve all the microorganisms present in the
mixed culture used. In a recent study with dairy desserts (Tavares
Estevam et al., 2017), only S. thermophilus and B. animalis from SAB 440
A culture were able to grow after the addition of G. birdiae or G. dom-
ingensis in the products. In that study, however, no significant difference
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was verified between the populations of a same microorganism, re-
gardless the seaweed used in the products.

3.3. Instrumental texture measurements in fermented milks

The instrumental texture data obtained for the fermented milks
studied are shown in Fig. 3. The behaviour of the texture parameters
during the fermentation process indicates that the interactions of either
the G. birdiae extract or gelatin with the milk constituents increased
with the time and collaborated with the strengthening of the curd.
Assays with either sole G. birdiae extract (A2) or gelatin (A3), or the
combination of both, showed significantly higher values of firmness,
consistency, cohesiveness, and viscosity index after 5h of incubation
when compared to the negative control assay Al, without these in-
gredients added (p < .05). Particularly for the assay A2, this sig-
nificant increase compared to Al was already noted for cohesiveness
and viscosity index from the 3rd hour of fermentation, and for firmness
from the 4th hour (p < .05). In fact, phycocolloids from red seaweeds,
such as G. birdiae, are known by their hydrophilic properties, being able
to form high viscous and stable solutions at a large range of pH
(Pangestuti & Kim, 2015) and to interact electrostatically with casein
micelles in milk (Dalgleish & Corredig, 2012).

As found for assay A2, cohesiveness and viscosity index were sig-
nificantly increased from the 3rd hour of fermentation, and firmness
from the 4th hour for the assay with sole gelatin as texture modifier A3
in comparison with A1 (p < .05). Moreover, a significantly higher
value than A1 was also noted for cohesiveness in A3 from the 4th hour
of fermentation. Nonetheless, assay A2 showed significant gains of
firmness and consistency at the 5h of incubation; such gains were
suppressed by the addition of only gelatin to fermented milk A3. Similar
results were also observed in the previous study of our research group
when the effects of G. domingensis aqueous extract as texture modifier in
fermented milks were compared with those of gelatin (Tavares Estevam
et al., 2016). In that study, product with only gelatin was also unable to
increase its firmness and consistency between 4h and 5h of fermen-
tation, contrarily to the product with only the seaweed extract. The
phenomenon observed for the products with only gelatin probably
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Fig. 4. Contour plot obtained for the desirability response
(scale 0-1) of fermented milks' texture as a function of G.
birdiae aqueous extract (g 100g ") and gelatin (3 100g~").
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resulted from the prisoning of casein micelles inside the compact ge-
latin layer, a characteristic of the casein/gelatin tree-dimensional gel
networks (Fiszman, Lluch, & Salvador, 1999). On the other hand, the
products added of seaweed extract were still able to gain firmness and
consistency up to 5h probably due to the void spaces present in net-
works of phycocolloids (such as agar) with milk (Alexander & Dalgleish,
2007; Corredig, Sharafbafi, & Kristo, 2011). In this case, casein micelles
would still be free to complete the curd formation in these spaces up to
the end of the fermentation process.

In general, when a sole ingredient or their mixtures at the half of the
maximum concentration were used in this study, the strengthening of
the curd in comparison with the negative control product were per-
ceived later than the product with both G. birdiae extract and gelatin
combined at a maximum concentration in the assay A4. For this pro-
duct, an additive effect of both ingredients was already noted at the 3rd
hour of fermentation in which all texture parameters analysed were
significantly higher, not only than those observed for Al, but also than
all other assay produced (p < .05). Moreover, the values observed for
all texture parameters of the assay A4 at the 3rd hour of fermentation
were already higher than those observed for the assay A3 at the 5th
hour, which could imply in an excessively strengthened curd.

Therefore, for the purpose of obtaining a curd with a similar texture
than that achieved for the positive control assay A3 after 5h of fer-
mentation, the regression models of firmness, consistency, cohesiveness
and viscosity index at this sampling period were used as responses for
the desirability profile. The coefficients and quality analysis of those
models are shown in Table 3. The models were significant (P < .005)
and able to explain more than 80% of the variation observed according
with their adjusted R? values. Significant lack of fit was not verified
(p = .05), indicating that the models fit to the experimental data. The
most fitted model was obtained by the viscosity index, with the highest
adjusted R For all the texture parameters, the coefficients of the G.
birdiae extract (x;) were higher than obtained for gelatin (x,), showing
that the seaweed exerted a slightly higher influence on the texture re-
sponses of the fermented milks.

The coefficients of the interaction of G. birdiae extract with gelatin
(x; x3) were positive and about half of that obtained for the seaweed
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alone for all texture parameters, reflecting in the higher texture para-
meter values of the assays in which these ingredients were combined
when compared to the negative control assay A1, and also for the ad-
ditive effect on the texture modifier properties of the assay A4 when
compared to A2 and A3. The contour plot generated for the desirability
profile of the fermented milks’ texture parameters at 5h of the in-
cubation process is shown in Fig. 4. In a scale of 0-1, a desirability
value of 0.955 was obtained considering the addition of only seaweed
at a proportion of 0.3 g 100 g’l G. birdiae powder in fermented milks
(equivalent to the addition of 200 ml aqueous extract prepared with
4.5 g G. birdiae powder in a total formulation of 1500 ml).

4, Conclusions

The G. birdiae aqueous extract were able to act as thickening in the
fermented milks using the proportions tested. Moreover, the effect of G.
birdiae on the texture parameters of fermented milks at the end of fer-
mentation process was higher than the effect of gelatin tested at the
same concentrations. The addition of G. birdiae extract to milk did not
exhibited any inhibitory effect on fermentation; on the contrary, the
seaweed resulted in a slight stimulation of the growth of the micro-
organisms from the mixed culture added to milk and the acid produc-
tion at the beginning of the incubation process, although without re-
sulting in changes on these parameters at the end of fermentation. In
general, G. birdiae seaweed extract showed to be a potential alternative
to gelatin to be used as a texture modifier in fermented milks.
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Dary desserts have emerged as ¥ %) options for the iIncon 1 of prob 5, Dloactive ngrod
onts and alternative sowrces of thickeners. This shows an opportunity 10 investigate the use of Graciany
seaweeds In the formulation of potentially problotic dairy desserts. This study amed to compare the
effects of dispersions obtained from Gracilarn domingensss and Gracilaria birdae used as thickening
agents on Progx of dairy desserts fermented with SAB 440-A composed of the starter
Streptococcus thermoptulus and the potential probsotics Bifidobacteriurm armalls and Lactobacilius ackd-
ophilus, and also 10 study thew physicochemical Charactenstics, microbial viability and sensory acceptabel -
ity. No significant differences between desserts with G birdiae o G domingensis dspersions regarding
total solids, ash and fat content, as well as pH. titratable acidity, the vabilty of the microorganisms of the
mixed culture and sersory accoptability were veriffied (P > 004) Nonetholess, the dessert with
G domingensis deporsion showed higher dietary fibre content and sigreficantly increased femness than
the one produced with G birde (P < 0.05). Moreover, B animalis was able 10 masntan hgher popu-
ations, above 7 1og cfu g ' during 21 days of storage of desserts, in the presence of either G. birdlae or
G domingensis dispersions, despite the fact that L acidopiulus has shown low vability in the final pro-
ducts. Therefore, the G. domingensis dispersion is suitable 1o be used as & thickening agent 1o produce
dairy desserts with enhanced firmness and good sensory acceptability, it bewng atso advisable to use only
B animals a5 a prodeotic for thes product.
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sificrs, stabilizers and thickeners," Additionally, scaweeds have
been seen with great potential as supplements for functional

Introduction

Currently, scaweeds are being used with multiple purposes in
food, cosmetic and pharmaceutical industries. Most scaweeds
are natural sources of dietary fibre and phycocolloids, such as
alginate, carrageenan and agar, with the ability to act as emulk
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food production since they have shown relevant biological or
pharmacological properties as antioxidants, anti-inflamma-
tories, and antivirals, among others.'

A rich algal biodiversity is distributed along the Brazilian
coast, being of economic and social importance for the local
communities, The artisanal cultivation of some Gracilaria
species has been emerging in Brazil, including the species
Gracilaria birdice and Gracilaria domingensis.” However, the
development of food products using scaweeds by these small
producers is still scarce and a diversification in their economic
activity is required to ensure the final destination of the culti-
vated seaweed, as well as the social development of these com-
munities." Concurrently, these Gracilaria species have also
attracted the interest of the scientific community due to

Food funct, 2017, 8, 30753062 | 3075
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the bioactive potential reported for their polysaccharide frac
tion, including antioxidant,*” anticoagulant,” gastrointestinal-
protective” and antitumor” effects. Therefore, there is a strong
opportunity to explore the use of these seaweeds in food pro-
ducts whose technology is adaptable at a small scale.”

Dairy desserts, traditionally made using ingredients that
are able to interact with milk proteins for contributing to the
products” texture and stability, have emerged as interesting
options for the incorporation of probiotics.® The major bac-
teria used as probiotic cultures in the development of func-
tional foods are Lactobacillus and Bifidobacterium® since they
provide physiological benefits to the consumer and are gener-
ally resistant to gastric acid and bile.” Milk based desserts
have the advantage of being stored at low temperatures, which
makes them less exposed to abusive temperatures, allowing
probiotics to have higher viability at the time of consumption.
Besides, desserts are consumed by people of all ages and they
are composed of milk proteins, fat and lactose as well as other
compounds that are required for bacterial growth.™*

Along with probiotics, several other microorganisms are
known for their significance for food production. Lactic acid
bacteria (LAB), working as starters, have been extensively
employed in food fermentation, including the production
of milk products.™” Among these LAB, some Streplococcus
thermophilus strains arc uscful in the production of fermented
milks with increased firmness, maintaining proper viscosity
and consistency during cold storage.""

The use of dispersions of Gracilaria species (G. domingensis
and G. birdiae) harvested in the Brazilian Northeast coast with
a mixed culture containing the starter S. thermophilus and pro-
biotic microorganisms may contribute to consumers’ health,
by delivering beneficial bacteria, and also may add texture and
firmness stability throughout the product's cold storage.
Nonetheless, there are some concerns regarding the survival of
the probiotics and sensorial acceptance in fermented dairy
desserts containing Gracilaria dispersions, mainly due to some
species being reported to show antimicrobial properties'™*
and marine off Mlavour."*

This study aimed to compare the influence of dispersions
from G. domingensis and G. birdiae used as thickening agents
on the texture profile of dairy desserts fermented with a mixed
culture composed of the starter Streptococcus thermophilus,
plus the probiotics Bifidobacterium animalis subsp. lactis
and Lactobacillus acidophilus, with guava as the flavouring.
Moreover, the physicochemical characteristics, probiotic
viability, and sensory properties of these products were also
evaluated.

Materials and methods

Production of dispersions from G, birdiae and G, domingensis
seaweeds

G. birdiae and G. domingensis seaweed were purchased from

Associagio de Moradores Integrados da Cooperativa de Pesca,
Aquicultura e Agricultura de Baleia (COOPAMAB, Itapipoca,
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Ceard, Brazl). G. birdiae was purchased as a dried milled
powder. G. domingensis was purchased in a dried form and
was further milled using a cyclone type rotor mill model
TE451 (Teenal, Pimcicaba, Brazil), as described in a previous
manuscript.” The milled seawceds were used to facilitate the
obtention of the dispersions to be used as texture modifiers in
fermented dairy desserts, avoiding the formation of crystals
that would negatively affect the texture and maintaining the
homogeneous appearance of the final product,”

The dispersions of G. birdiae and G. domingensis were pre-
pared sepamately using 17.5 g of each milled seaweed in 700 ml
distilled water. The suspensions ¢ ining the powdered sea-
weeds were kept at 90 “C in a water bath for 1 h. These suspen-
sions were filtered through a cotton net and the final weight of
cach dispersion was adjusted to 700 g with distilled water. The
dispersions of G. birdice and G. domingensis were heated at
90 °C for 10 min, cooled and kept at 50 °C to be used in the
dairy dessert formulations,

Production of the fermented milk base

A lyophilized mixed culture, constituted of the starter micro-
organism Streptococcus thermophilus and the potentially probio-
tic Bifidobacterium animalis subsp. lactis and Lactobacillus acid-
ophilus (SAB 440-A, Sacco, Cadorago, Italy), was used for pre-
paring the fermented milk base added to the dairy desserts,

The mixed culture SAB 440-A was dissolved in 2 L of recon-
stituted milk powder (Nestlé, Amcatuba, Brazil) in distilled
water, 13 g per 100 ml, and heated at 90 °C for 5 min and
cooled to 46 °C. After the complete dissolution, the dissolved
culture was distributed into sterile flasks and frozen at ~18 °C
until use for preparing the fermented milk base.

For the production of 500 g of fermented milk base, 67 g of
skimmed milk powder (Molico, Nestlé) was reconstituted
using 363 g of distilled water. The reconstituted milk was
heated at 90 °C for 5 min and cooled to 50 °C for the addition
of 70 g of the mixed culture previously dissolved in reconsti-
tuted milk. The milk base was fermented at 37 °C for 4 h, At
the end of the fermentation process, the milk base was divided
into two portions for addition in the two trials of dairy dessert
with seaweed dispersions, one with G. birdfae and the other
with G. domingensis.

Production of dairy desserts

For use in the dairy desserts studied, frozen guava pulp
(Agroindustrial Frutnad Ltda., Recife, Brazil, 806 g), sucrose
(Estrela, Biosev, Arés, Brazil, 387 g) and skimmed milk powder
(Molico, Nestlé, 258 g) were mixed and heated at 90 °C for
10 min and cooled to 50 °C, This mix was divided into two por-
tions of 675 g each for incorporating 225 g of the fermented
milk basc and 600 g of the dispersions of G. birdiae or
G. domingensis, totaling 1500 g of the final product for each
trial. Each trial of dairy dessert of each batch (ca. 100 g) was
packaged into appropriate polypropylene plastic pots with
caps for food products (45 mm height, 65 mm diameter,
145 ml total volume, Plaszom, Orleans, Brazil) and stored
under refrigeration at 4 °C for 21 days.

Thes oumrt 5 © The Royul Sooety of Cherrery 2017
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Mean composition of fermented dairy desserts

The mean composition was determined on the first day of
storage for G. birdiae and G. domingensis dairy desserts,
Moisture, total solids and ash were analyzed in sextuplicate for
each batch of each trial, according to the analytical methods of
the Instituto Adolfo Lute.'' The moisture and total solids
content were determined by drying 2 g samples at 105 °C. Ash
was determined by heating the dried samples at 550 “C to con-
stant weight. The protein content was estimated by measuring
the nitrogen content of 0.2 g samples of each batch and trial,
in octuplicate, through the microKjeldahl method and multi-
plying by the conversion factor of 6.38." Fat was determined
in quadruplicate for each batch of each trial according to
Yolch and coworkers.'” Total dietary fibee (TOF) of the fer-
mented dairy desserts was determined in a pool prepared with
three batches for each dessert according to the AOAC
985.29 method.” Available carbohydrate content (carbo-
hydrate excluding TODF) and total carbohydrates (including
TOF) were obtained by difference in order to achieve 100 g per
100 g of their total composition.™

Physicochemical analysis

The pH values and titratable acidity were determined in tripli-
cate throughout the storage of the fermented dairy desserts for
the three batches of cach trial, after 1, 7, 14 and 21 days, The
pH values of the samples were measured with a pH meter
[Tecnal model TEC 5, Piracicaba, Brazil). Titratable acidity was
determined according to the appropriste standard methods"
and expressed (n terms of g lactic acld per 100 g,

Textural measurcment

Instrumental texture of fermented dairy desserts was evaluated
after 1, 7, 14 and 21 days of storage for each batch, in dupli-
cate, with & TAXT Plus Texture Analyser (Stable Micro Systems,
Surrey, UK} A compression test was performed on 100 g
samples in the individual plastic pots, at 4 °C, by a 35 mm
diameter acrylic dise. The dise penetrated into the sample
to a depth of 10 mm, st a 1 mm s ' speed, and retumed at
20 man 5 speed. The parameters measured consisted of fiemy
ness and adhesiveness, obtained by using the Exponent soft-
ware version 4,0.6.0 (Stable Micro Systems ).

Microbiological analysis
The viability of S thermophilus, B animalis and 1. acidophilus
was evaluated in the dairy desserts throughout the storage
after 1, 7, 14 and 21 days. The milk base used in the pro-
duction of dairy desserts was also sampled at the beginning
(0 h) and at the end of fermentation process (ca. 4 h), With
this purpose, 25 g portions of cach sample were collected asep-
tically and blended with 225 ml of saline solution (0.85 g per
100 g) and submitted to serial dilutions with the same diluent,
Populations of S, thermophilus were determined by pour
plating 1 ml of ecach dilution In M17 agar (Difco, Becton,
Dickinson and Company, Sparks, MD, USA) with added
vlactose monohydeste (Vetee, Sigma-Aldrich, Rio de Janciro,
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Brazil, 5 g L"), followed by incubation at 37 °C, for 48 h.""
Populations of & animalis were determined by pour plating
1 ml of each dilution in modificd DeMan-Rogosa-Sharpe
(MRS) agar (Difco, Sparks, MD, USA), prepared as a basal
medium, to which dicloxacillin (Sigma, St Louis, MO, USA),
veysteine  hydrochloride monohydrate (Merck, Darmstads,
Germany) and lithium chloride (Vetee, Sigma-Aldrich, Rio de
Janciro, Brazil) sterile solutions were added to reach a concen-
tration of 0.5 mg L ', 0.5 g L ' and 1 g L. ", respectively, fol-
lowed by anacrobic incubation (anacrobiosis generator
Anacrobac, Probac, Sio Paulo, Brazil) at 37 °C for 72 h."*
Populations of L acidophilus were determined by pour plating
1 ml of each dilution in MRS agar (Difco) acidified to pH 5.4
with acetic acid, followed by incubation at 37 °C for 72 h™
Sensory evaluation

The sensory evaluation of the present study was approved
by the State University of Paraiba Ethics Rescarch
Committee ~ Campina Grande, Paraiba State, Brazil
(Certificate of Appreciation Presented to Frhics - CAAE no,
J1582714.9,0000.5187) and was carried out st the Laboratory
of Sensory Analysis of Federal University of Campina Grande,
Center of Technology and Natural Resources. The dairy des-
serts were evaluated after 7 days of refrigerated storage (4 °C)
through acceptability tests, using the hybrid hedonic scale (0 «
disliked extremely, 5 = neither liked nor distiked, 10 = liked
extremely),” focusing on attributes of Navour, consistency,
appearance and colour, and also on the overall acceptability.
On the sampling day, 60 consumers (untrained volunteery)
were recruited, based on interest in dalry desserts and dalry
product consumption habits, The samples, maintained under
refrigeration prior to the tests, were in agreement with the
Brazilian regulatory standards regarding sanitary quality,”
since coliforms at 35 “C and 45 °C, coagulase positive
Staphylococcus, Bacillus cereus and Salmonella spp. were not
detected, Both dessert trials were served ot the same time, in a
balanced mndom presentation, In  Individual disposable
plastic dessert cups codified with three random  digits.
Undergraduate and graduate students, professors, and also
staff members of the university participated in the sensory
analysis. From the 60 volunteers recruited for the sensory
cvaluations, 21 were males and 39 were females. Most of the
volunteers (98.3%) were under 37 years old, These volunteers
gave informed consent to participate in this study prior to the
sensory analysis sections,

Statistical analysis

The resubts for dispersions of G, birdiae and G, domingensis
scaweed were subjected to the unpaired Student's ¢ test or
Mann-Whitney U test, with /* < 0,05, using the STATISTICA
V.80 software (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA). Statistical ana-
lysis of the data obtained on dairy desserts was performed
using the SAS (Statistical Analysis Systems) software version
9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). The results obtained
from replicates were expressed as means + standard deviation
(SD). Prior to the statistical comparisons, data were checked
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for the normality and homogeneity of variances using
Shapiro-Wilk and graphical analyses, respectively. When these
assumptions were not verified, the Box-Cox transformation
was applied. The Friedman test was used to analyse differences
between desserts regarding their mean composition data, with
P < 0.05. For the comparisons of data obtained during storage,
differences between the dessert trials and the sampling
periods were statistically analysed using repeated measures
analysis of variance, followed by the post hoc Tukey test, with
P <0.05.

Results and discussion
Mean composition of dairy desserts

The mean composition of the dairy desserts is shown in
Table 1. Moisture, total solids, ash and fat did not differ sig-
nificantly between desserts processed with G. birdiae and
G. domingensis (P > 0.05). On the other hand, the protein
content was slightly higher, although significant, for desserts
containing G. birdiae (P < 0.05), whose dispersion had the
highest yield of solid extraction. In fact, a protein content
slightly higher for G. birdiae seaweed dried powder, 11.06
0.03 g per 100 g (unpublished data), was verified in prelimi-
nary studies when compared to G. domingensis, 10.06 + 0.03 g
per 100 g, as reported previously.® Inversely, the total dietary
fibre content obtained for dessert with G. domingensis added
tended to be twice higher than that obtained for dessert with
G. birdiae. The dietary fibre content in different species of
Gracilaria were reported to vary from 20 to 60 g per 100 g (in
dry matter),”**** which could explain the differences between
the dessert formulations regarding this nutrient. Concurrently,
since the dietary fibre content in guava fruit (dry matter) can
be higher than 50 g per 100 g (as reported by Ramirez and
Pacheco de Delahaye™) it is also important to consider the
contribution of the addition of guava pulp to the overall
content of dietary fibre of these desserts. Moreover, slightly
reduced total and available carbohydrates were also verified for
G. domingensis dessert.

Table 1 Mean composition of guava dairy desserts produced with SAB
440-A culture and dispersions of G. birdiae and G. domingensis
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Physicochemical and textural parameters

The pH, titratable acidity and the instrumental texture para-
meters of firmness and adhesiveness obtained for the dairy
desserts are shown in Table 2. There was no significant
difference between desserts produced with G. birdiae and
G. domingensis regarding the pH and titratable acidity through-
out the storage (P > 0.05). Moreover, the pH and acidity values
were maintained constant for the two desserts, without signifi-
cant differences between the sampling periods (P > 0.05).
Despite the fermentation of part of the milk base used for the
production of the dairy desserts, it corresponded to only 15%
(w/w) of the total product. The values of pH and titratable
acidity obtained in this study were comparable to those
obtained for probiotic non-fermented dairy desserts, as those
found in the study of Aragon-Alegro and co-workers™ with
mousses with Lactobacillus paracasei subsp. paracasei LBC 82
added with or without the prebiotic inulin. In that study, the
authors verified that the mean pH and titratable acidity ranged
from 6.26 to 5.37 and from 0.016 to 0.026 ml per 100 g,
respectively, during 28 days of storage.

In relation to the instrumental texture, G. birdiae dis-
persion resulted in firmness values significantly lower than
desserts with G. domingensis. These values for desserts with
G. birdiae were 4 fold lower at the first day of storage and 7
fold lower after 21 days. During the production of the disper-
sions, it was verified that gel formation occurred quickly for
the ones with G. birdiae (data not shown). However, the
G. domingensis dispersion resulted in a higher firmness to the
products, which increased with the time period. There was a
significant effect of the storage time on the firmness values
for desserts with G. domingensis dispersion (P < 0.05).
According to the adjusted regression model obtained for des-
serts with G. domingensis (§ = 5351.99 + 100.07t, where y is the
estimation of firmness in mN and ¢ is the time of storage in
days), there was an increment of 100.07 mN for each day of
storage of this product. Despite the more fluid texture, the
firmness values of desserts with G. birdiae dispersion
remained stable during the entire storage period, without sig-
nificant differences (P > 0.05). In the case of adhesiveness,
the effects of both trial and storage time were significant
(P < 0.05). The adhesiveness values for desserts with G. birdiae
dispersion were significantly higher than those with
G. domingensis in the first day of storage. Moreover, this para-

Trial

Gracilaria Gracilaria
Parameters birdiae domingensis
Moisture (g per 100 g) 75.31 + 0.15 75.28 + 0.25
Total solids (g per 100 g) 24.69 + 0.15 24.72 + 0.26
Ash (g per 100 g) 1.27 + 0.05 1.30 + 0.08
Fat (g per 100 g) 0256+ 0.46  0.443 + 0.26
Protein (g per 100 g) 4.87+ 055" 450+ 0.61"
Total dictary fibre (g per 100 g) 1.14 2.23
Total carbohydrates (g per 100 g) 17.16 16.25
Available carbohydrates (g per 100g)  16.02 14.02

APwithin a row, values followed by a different superseript capital letter
differ significantly between the trials (P < 0.05).
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meter reduced significantly for the two desserts by the 7" day.
Nonetheless, the adhesiveness values remained constant from
the second week up to the end of storage, without significant
differences between the trials and the sampling periods (P >
0.05). It is important to emphasize that syneresis was not veri-
fied for the two desserts during the whole storage period (data
not shown).

It is possible that the differences in the firmness of dessert
trials is related to the gelling polysaccharides and also to the
variations in the polysaccharide fractions of G. birdiae and
G. domingensis, with a possible association with the proportion
of 3,6-anhydrogalactopyranoside.

This joumal s © The Royal Society of Chemistry 2017
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Table 2 Physicochemical and instrumental textire parameters (mears ¢ SD) of guava dairy desserts produced with SAB 440-A culture and daper-
wons of G birdiae and G. dorming
Parameter

Time Titratable acidity
Trial (days) pit (g dacthe acld per 100 g) Firmness (mN) Adhesiversess (mN »)
G. brdioe 1 574 1007 0.041 1 0,001 124006 + 3166 a0

? 566 1 0,08 0,042 ¢ 0.002 110693 « 212.5* JIRT4 ¢ 253

" 5.58 1 012 0042 + 0.002 114078 » 3255 20045 + 170"

n 549 £ 004 0045 + 0.002 1007.02 + 1045 29797 + 250"
G, domingensis 1 572+ 0,05 0,040 ¢ 0,003 509083 » 13910 354,75 + 20.8°

7 564 10,00 0,041 £ 0,002 667949 » TR 20786 + 299

" 5571043 0.042 1 0,002 6531.21 + SIRT™ 21320 + 340*

n SA9 2016 0,041 + 0,003 740008 002 s 2030

“*Within & column, for the same trial, values followed by & different

lowercase letter differ significantly betwoen sampling

superscript days
{r-nu)W.dmhmmq.huwy.mmwmmwmmm

P < 0.05).

According to Souea and coworkers, the 3,6-anhydrogalacto-
pyranoside content In Gracilaria agars Is an important com-
ponent in the control of gel textural quality. To obtain the
soluble polysaccharides of G. bindiae extracted with hot water,
they found galactopyranoside (65,4%), 3 6-anhydrogalactopyra-
noside (25.1%), 6O-methylgalactopyrunoside (9.2%), and a
sulfate content of K.4%. In the study of Guimardes and co-
workers,”” the main constitvent of G domingensis water-
soluble polysaccharides were galactopyranoside (20.6-36.6%),
Joanhydrogalactopyranoside  (I8.1-44.0%),  6-O-methyl
galactopyranoside (12.4-20,4%), glucopyranoside (4.2-20.0%),
and a sulfate proportion of 12.4-17.8%. Therefore, a higher
proportion of 3,6-anhydrogalactopyranoside In G, domingensix,
us reported by Guimardes and coworkers,” might imply
higher values of firmness, as observed in this study,

Microblological parameters

During the production of the fermented milk base used for
the production of dairy desserts, the populations of the starter
S, thermophilus varied from 7.05 log efu g " to 7.76 log cfu g '
between the beginning and the end of the fermentation
process, Within the same periods, the viability of the potential
problotics L acidophilus and B. animalis increased from 6.08

log cfu g ' 1o 6.84 bog cfu g ' and from 6.71 Jog cfu g ' t0 7.77
log efu g ', respectively.

Populations of S thermophillus, . acidophilus and
Bifidobacterium for desserts with dispersions of G, birdiae and
G. domingensis during 21 days of storage are shown in Table 3,
Regarding S thermophilus and & animalis throughout the pro-
cessing of the dairy desserts, a slight increase in the viability
of these microonganisms was obsetved in the final product st
the first day of storage compared to the values obtained from
the milk base. On the other hand, the survival of L. acidophilus
reduced in the final product, reaching values lower than 6 log
ofu g ' on the 1" day of storage. Nonctheless, the viability of
8. thermophilus, L. acidophilus and i animalis remained stable
during the whole storage period, without significant differ-
ences cither between the dairy desserts with G, birdloe and
G. domingensis dispersions or between the sampling days (# >
0.05), showing that both seawceds did not influence the viabi-
lity of the microorganisms in the dairy desserts, Particularly
for the starter S thermophilus and the potential probiotic
B animalls, their populations in desserts during the stomge
were around & log ofu g and 7.5 Jog cfu g *, respectively,

To provide health benefits, the suggested concentration for
probiotic bacteria is, at beast, 6 log ofu ml " or g ¥ of a product

Table 3 Poputations of S thermophius, B animalis and L acidophlus (means + SDI of guava dary desserts produced with SAEL 440 A culture and

dupervons of G birdiee and G. domingensis

Time (days)

Trial Parameter 1 7 " n

G. birdioe £ thermophilis (og cfu g ") 509 s 19 0565 208 £33 165 S0 1145
K animalis me:.") 7891 240 757 1200 7391200 7512173
L. acidophitus ' 5951070 S72:0m S04 1075 612 1 063

G. domingensis & thermaphilivs (og cfu g ") $A44 0252 RA2 2208 H26 0154 791154
B enimatis (og cfug *) 7340264 7630 2.0 7.6 1 2.4 7420087
L. acidophites (log cfu g ') 593+ 075 57408 545 ¢ 060 541 ¢ 000

Values did not differ significantly either between sampling days or between the trials (7> 0.05).
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during its shelf life."" "™ As verified in this study, only
R animalis was able to survive in the desserts studied above
the viability recommended in order to result in a problotic
effect. Due w0 these reasons, the development of foods with
adequate doses of probiotics at the time of consumption has
been considered a challenge, because several factors during
processing  and  storage  affect the viability of these
microorganisms.™'*

Similar to the results found for desserts with seaweed dis-
persions of this study, that were also added with guava pulp,
previous studies with dairy products with fruit pulps or juices
sdded also reported a low viability of L acidophilus.™ ™
Considering those same fruits added to dairy products, &
higher viability was reached when other probiotic lactobacilli
or bifidobacteria species were used,'™ similar to that which
was observed in this study for & animalis.

Generally, the incorporation of frult pulps in dairy products
can result in a decrease of the viability of some probiotic
species due to the reduction of the pit by lts organic acld com-
position or due to the presence of components with inhibitory
action on microonganisms ™™ In the same way, since the
population of L ocidophilus in both desserts with Grocilaria
dispersion added was not maintained the same in the period
between the end of the fermentation process and the finst day
of storage (contrary to that observed for & thermophilus and
& animalis), n possible inhibitory effect of the seaweeds on the
lactobacilli studied cannot be discarded. According to Toney
and coworkers,'" some Gracilaria species can produce prosta-
glandin and C20 compounds with potential antimicrobial
effect. Despite it being reported for other Gracilaria species
(e.g G. gracilis and G. corticata), other lactic acld bacteria (eg
Enterococcus faecalis and Streptococcus prewmoniae) were inhib-
ited by the sobvent extracts of these seaweeds." " Due to these
reasons, it is recommended to plan carefully the problotic cul
tures, fruits and other ingredients to be added simultancously
to problotie food because the survival of some problotic micro-
organisms can be negatively affected by these components.™
On the other hand, the malntenance of the food pH between
55 and 6.5 can maintain the viability of most of the probio-
ten.™ In this study, It is probably the maintenance of the pH
between 5.49 and 5.74 that helped with the survival of the pro-
blotle & animalis. Due to the low survival of L acidophilus
from mixed culture in the desserts of this study, it Is suggested
to inoculate L acidophilus and i animalis separstely, using a
high initial concentration for the fint microorganism, or even
to use only & animalis as a probiotic for this product.

Sensory evaluation

The results of the sensory evaluation are shown in Table 4. The
scores for desserts with G domingensis dispersion, which
showed the highest firmness values in the instrumental
texture analysis, were, in general, slightly increased (particu-
larly flavour, consistency and overall accepability) compared
to dessents added with G birdiae dispersion, even with no sig
nificant differences between them (P > 0,05). The lowest
scores, below 7 for the two trials, were obtained by lavour. The
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Table 4 Acceptabiiny scores imeans & SD) of guava dary desserts pro-
Guced with SAE 440-A culture and dapersions of G biedee and
G domingersis

Trial
Sensory sttribute G Nndior Q. dowingensis
Mavour 6221228 655+ L.77
Consistency [ IER S5 708+ 188
mm&v 720 1 187 730 139
IR K T2 188
Overall acoepeabaliey arsan 200+ LAS

Values did not differ shgnificantly between the trials (# > 0.05)

highest scores, above 7 for the two desserts, were obtained for
the attributes appearance and colour, probably due to the
addition of guava pulp, which gives desserts an attractive
visual sspect. The overall acceptability of the desserts of this
study was compamble to that obtained by Buriti and co
workers,”' between 6.8 to 7.6, also using the hybrid hedonic
scale, for refrigerated mousses produced with the probiotic
L. acidophilus LA-S, skimmed milk, guava pulp, whey protein
concentrate, with or without the prebiotic Inulin and, the
same way for the desserts of this study, without the addition of
milk fat.

Conclusions

The G. domingensis dispersion resulted in higher thickening
property in dairy desserts when compared with G, birdige. The
variations in the polysaccharide fractions reported in the litera-
ture for the seaweeds used in this study were possibly related
to the increased firmness values observed for dairy desserts
with the G. domingensis dispersion. The desserts with disper-
slons of cither G Nrdiae or G. domingensis were shown to be
appropriste as a wehicle for & enimalis from the SAB 440-A
culture, which was able to maintain higher populations, above
7 log ofu g * during 21 days of storage, therefore in sufficient
amounts to be effective for health in wivo, despite the product
formulations having not been favourable for the survival of
L. acidophilus of the same culture, Moreover, the differences in
the texture of the desserts studicd were also probably associ-
uted to the slightly increased scceptability scores, although not
wignificant, for the product with G, domingenis dispenion, As &
result, the G. domingensis dispersion ix suitable to be used as a
thickening agent to produce dalty desserts with enhanced
firmness and good sensoty acceptability, it being suggested to
use only & animalix as a probiotic for this product.
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its survival under in vitro simulated gastrointestinal con-
ditions, Iat. J. Food Microbiol., 2010, 137, 121-129.

30 K. M, O. dos Santos, L. C. de Oliveira, M. A. C. Lopes,
A. P. G. Cruz, F. C. A. Buriti and L. M. Cabnl, Addition of
grape pomace extract to probiotic fermented goat milk: the
effect on phenolic content, probiotic viability and sensory
acceptability, /. Sci. Food Agric., 2017, 97, 1108-1115.

31 B C. A. Buriti, 1, A, Castro and S. M. |, Saad, Effects of
refrigeration, freezing and replacement of milk fat by
inulin and whey protein concentrate on texture profile and
sensory acceptance of synbiotic guava mousses, Food
Chem., 2010, 123, 1190-1197.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Em relacdo a composicdo fisico-quimica da G. domingensis e G. birdiae seca (em
p0), os carboidratos foram os constituintes principais, enquanto a proteina foi o principal
componente de solidos totais no extrato aquoso destas algas. O teor de fibras alimentar foi
superior a 95% do total de carboidratos, nas duas algas.

O comportamento da acidez, pH e populacdo microbiana nos leites fermentados,
durante o periodo de incubacdo, foi semelhante para o0 ensaio controle e nos ensaios
contendo diferentes niveis de gelatina e / ou algas, ndo resultando, portanto, em
interferéncia destes ingredientes no processo fermentativo.

Os valores dos parametros de textura instrumental obtidos durante todo o processo
fermentativo para as formulacbes adicionadas das algas foram semelhantes ou superiores
aos obtidos para o leite fermentado contendo apenas gelatina como modificador de textura.
Portanto, os extratos das algas atuaram, nos leites fermentados como agente espessante nas
concentracdes utilizadas, apresentando-se como uma alternativa a gelatina, para ser
utilizado como modificador de textura.

Em relacdo as sobremesas formuladas com os extratos aquosos das Gracilarias, ndo
houve diferencas significativas entre elas para sélidos totais, cinzas, lipideos, pH, acidez,
viabilidade microbiana e aceitabilidade sensorial (p>0,05). Entretanto, as variacGes entre as
fracOes de polissacarideos destas algas possivelmente estdo relacionadas ao aumento do
contetdo de fibra alimentar e valores de firmeza observados nas sobremesas lacteas

formuladas com extrato aquoso de G. domingensis.
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Apenas a sobremesa formulada com G. domingensis cumpriu o0 requisito para uma
fonte de produtos de fibra alimentar (2,68 g de fibra alimentar por porcdo de 120 g),
segundo a legislacdo brasileira, apresentando maior firmeza em relagcdo a produzida com G.
birdiae (p< 0,05). Estas diferencas na textura das sobremesas estudadas também foram
provavelmente associadas com a pontuacgéo de aceitabilidade ligeiramente superior, embora
n&o significativa, para o produto com extrato aquoso da G. domingensis.

Além disso, L. acidophilus mostrou baixa sobrevida nas sobremesas formuladas
com as duas algas (6 log ufc g-1). Porém B. animalis foi capaz de manter populacdes mais
elevadas, superiores a 7 log ufc g-1, durante 21 dias de armazenamento das sobremesas, na
presenca dos extratos da G. birdiae ou G. domingensis e, portanto eficazes como probidtico
in vivo.

Nas sobremesas, 0 extrato aquoso da G. domingensis foi recomendado para ser
usado com a cultura SAB 440-A e polpa de goiaba, obtendo um produto mais firme e em
quantidades adequadas de B. animalis, além de boa aceitabilidade sensorial.

Por fim, as propriedades espessantes, gelificantes e estabilizantes destas algas sdo de
grande interesse para a industria e para o consumo humano, podendo contribuir para um
uso seguro das algas cultivadas por parte de cooperativas de produtores, que venham
favorecer a economia e inclusdo social de comunidades locais, bem como ganhos as

industrias de lacticinios.
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A - Termo de consentimento livre e esclarecido - TCLE




125

| UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO |
é é é ' LABORATORIO DE IMUNOPATOLOGIA KEIZO ASAMI - LIKA
= . POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA APLICADA A SAUDE

@\

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA

VIRTUS IMPAVIDA

Yy CENTRO DE CIENCIAS E TECNOLOGIA U E P 8
~ LABORATORIO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS - LTA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

OBSERVACAOQ: para o caso de pessoas maiores de 18 anos e néo inclusas no grupo de vulneraveis

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecidoeu, .empleno

exercicio dos meus direitos me disponho a participar desta Pesquisa.

Avaliacao de extratos de algas do filo Rhodophyta no

desenvovimento de produtos lacteos probidticos.

As rodoficeas s3o utilizadas como alimento humano e como fonte de hidrocoldides por
meio da extracdo do agar que pode ser usado na producao de alimentos, principalmente nas

industrias de laticinios (iogurtes, flans. sorvetes. achocolatados) e na fabricacado de gelatinas.

A industria de alimentos, especialmente o setor de laticinios, tem adicionado culturas

sobremesas lacteas sdo meios viaveis para a incorporagdo de ingredientes funcionais,

especialmente probidticos. com alegacéo de promover a saude.
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Declaro ser esclarecido e estar de acordo com os seguintes pontos:

Ao voluntario s6 cabera a autorizacdo para anailise sensorial e ndo havera nenhum risco ou
desconforto ao voluntario.

Ao pesquisador caberda o desenvolvimento da pesquisa de forma confidencial, revelando os
466/2012 do Conselho Nacional de Saude/Ministério da Saude.

O voluntario podera se recusar a patticipar, ou retirar seu consentimento a qualquer momento da
realizacido do trabalho ora proposto, ndo havendo qualquer penalizacdo ou prejuizo para o
mesmo.

Sera garantido o sigilo dos resultados obtidos neste trabalho, assegurando assim a privacidade dos
participantes em manter tais resultados em carater confidencial.

Nao havera qualquer despesa ou 6nus financeiro aos participantes voluntarios deste projeto
cientifico e ndo havera qualquer procedimento que possa incorrer em danos fisicos ou
financeiros ao voluntario e, portanto, nao haveria necessidade de indenizagédo por parte da
equipe cientifica e/ou da Instituicio responsavel.

Qualquer duvida ou solicitacdo de esclarecimentos, o participante podera contatar a pesquisadora

Adriana Carneiro Tavares Estevam, pelo contato: adrianacameirotavares@yahoo.com.br

Ao final da pesquisa, se for do meu interesse, terei livre acesso ao conteido da mesma, podendo
discutir os dados, com o pesquisador, vale salientar que este documento sera impresso em duas vias

e uma delas ficard em minha posse.

Desta forma, uma vez tendo lido e entendido tais esclarecimentos e, por estar de pleno acordo com o

teor do mesmo, dato e assino este termo de consentimento livre e esclarecido.
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B - Ficha para teste de aceitabilidade
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INSTRUMENTO PARA COLETA DE DADOS

Ficha para teste de aceitabilidade

Nome:

Data: _/_/

Sexo:  Masc. () Fem.( )

Produto: Sobremesa lictea de goiaba - Cédigo:

Prove a amostra e marque com um X nas escalas abaixo

consisténcia, aparéncia, cor e aceitacéo global).

Idade:

a sua nota para cada caracteristica (sabor,

SABOR:
0 5 10
Desgostei N&o gostei Gostei
mujtissimo nem desgostei muitissimo
CONSISTENCIA:
o 5 10
Desgostei Né&o gostei Gostei
muitissimo nem desgostei muitissimo
APARENCIA:
0 5 10
Desgostei Né&o gostei Gostei
muitissimo nem desgostei muitissimo
COR:

r— o —— 0 — 00— — 9

0 5 10
Desgostei Né&o gostei Gostei
mujtissimo nem desgostei muitissimo
ACEITACAO GLOBAL:
0 5 10
Desgostei N&o gostei Gostei
muitissimo nem desgostei muitissimo

Cite a caracteristica que vocé mais gostou na amostra. Comente.
v

Cite a caracteristica que voc€ menos gostou na amostra. Comente.
®
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| - Aprovagao da Pesquisa

Comité de ética em pesquisa envolvendo seres humanos — CEP/UEPB




3

L

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS - CEP/UEPB

COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA.

«
¥

-

(INIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIB/
PROREITORIADE POS.GRADUACHO £ PESQUIS
GOMITE DE ETICAEN PESQUISA

Prof* Dra. Doral(kia Pedrosa de Aratiio
Coondenadora do Comith ds Etca am Pasauiss

PARECER DO RELATOR: APROVADO

Numero do parecer: 31582714.9.0000.5187

Pesquisador: ADRIANA CARNEIRO TAVARES ESTEVAM
Data da 12 relatoria: 13/07/2014

Data da 22 relatoria: 12/11/2014

TITULO: Estudo cinético de probidticos em base lactea utilizando algas do filo Rhodophyta.
Apresentagao do Projeto: Visando a estratégia funcional e escassez informativa sobre a exploracéo
das macro-algas no litoral nordestino, a pesquisa objetiva estudar o desenvolvimento de produtos
funcionais visando a aplicacdo de algas vermelhas pertencentes ao filo Rodophyta nos formulados
lacteos coletados no litoral paraibano, utilizadas para diversificacéo produtiva no setor lacteo.

Objetivo da Pesquisa: Realizar o estudo cinético do crescimento probittico em base lactea protéica
adicionada de algas pertencentes ao filo Rhodophyta.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:A analise sensorial ndo apresentaré riscos para os participantes.
Beneficios: O estudo da utilizacéo da Gracilaria domingensis e Gracilaria birdiae na producéo de
derivados lacteos visa favorecer, orientar os produtores das algas para diversificacdo aplicavel e
garantia de absorcéo da matéria prima nas variaveis elaborativas.Visualizando a estratégia funcional e

escassez informativa sobre a exploracéo das macro-algas no litoral nordestino, a pesquisa objetivou



diversificacéo produtiva no setor lacteo. Sendo feita sua caracterizacédo morfolégica, fisico-quimica e
toxicologica para observacdo de sua utilizacdo na alimentacdo humana. Analisou-se o
desenvolvimento de fermentacdes probidticas para bebidas lacteas regionais com adicdo de algas
vermelhas pertencentes ao filo Rodophyta como aditivo nutricional, estabilizante e espessante, além
de sua adaptac&o industrial nos processos fermentativos lacteos para estudo, comparacéo e
aplicacdo. Além disso, sera observada a aceitacdo das bebidas por parte dos consumidores deste tipo
de alimento. Estes processos ndo soO contribuem para aproveitamento de matéria-prima em
abundéancia que esta disponivel no meio ambiente, mas insere valor agregado e consequentemente
ganhos as industrias de lacticinios.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa: O estudo apresenta uma fundamentacéo tedérica
estruturada atendendo as exigéncias protocolares do Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres
Humanos, da Universidade Estadual da Paraiba, mediante a Resolucéo 466/12 do Conselho Nacional
de Saude/Ministério da Satde e RESOLUCAO/UEPB/CONSEPE/10/2001 que rege e disciplina este
CEP.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoéria: Os termos necessarios encontram-
se aprovados.

Recomendagbes: O projeto se encontra em sua segunda apreciacdo, tendo atendido as
recomendacdes realizadas em 13/07/2014.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes: O presente estudo encontra-se sem
pendéncias, devendo o0 mesmo prosseguir com a execucdo na integra de seu cronograma de
atividades.

Situagao do parecer:Aprovado

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIB/
PROREITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUIS
GOMITE DE ETI PESQUISA

Prof® Dra. Doraltkla Pedrosa de Aratiio
Coordenadora do Comitd de Etica sm Pesquisa
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Il - Laudos das Analises

Analise de fibra alimentar das algas
Analise de fibra alimentar das sobremesas

Analise de Bacillus cereus
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~ il UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
ol DEPARTAMENTO DE NUTRICAO
LEAAL|  LABORATORIO DE EXPERIMENTACAO E ANALISES DE ALIMENTOS

NONETE BARBOSA GUERRA

Pagina 1 de |
| CERTIFICADO DE ENSAIO N°244/14 Data de Emissdo: 21/02/2014

SOLICITANTE DATA DE ENTRADA
ADRIANA CARNEIRO TAVARES 10.02.2014
ENDERECO DO SOLICITANTE

Rua Edesio Silva, 724 — Liberdade — Campina Grande — PB

NATUREZA DO PRODUTO Marca

ALGA -

Outras Informagdes: Lote Data de fabricagdo: -

Alga - Gracilaria birdae - Data de validad -
AMOSTRA: aproximadamente 100g, coletada pelo solicitante.

FISICO-QUIMICA

ENSAIO RESULTADO
Fibra alimentar (g/100g) 68,61
Método: AOAC, 2002 985.29
Observagdes: -
Conclusio; -

Informamos que os resultados sdo referentes a amostra analisada e que a reprodugdo deste
certificado s6 é permitida na integra.

Recife, 21 de fgvereiro de 2014

"

1 N

Profa. Dra. na Magalhdes Salgado
Coordenjadora §o LEAAL

Campus Universitdrio - CEP : 50670-901 Recife — PE - E-mail : leaalnutricao@ufpe.br
Fones: 2126-8464 2126-8470 2126-8471  FAX: 2126-8473
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1 UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
‘ “\ DEPARTAMENTO DE NUTI'HCAO
LEAAL LABORATORIO DE EXPERIMENTACAO E ANALISES DE ALIMENTOS

NONETE BARBOSA GUERRA
Pidgina | de 1
| CERTIFICADO DE ENSAIO N°245/14 Data de Emissdo: 21/02/2014

SOLICITANTE DATA DE ENTRADA
ADRIANA CARNEIRO TAVARES 10.02.2014
ENDERECO DO SOLICITANTE

Rua Edesio Silva, 724 — Liberdade — Campina Grande — PB

NATUREZA DO PRODUTO Marca

ALGA -

Outras Informagdes: Lote Data de fabricagfo: -

Alga — Gracilaria dominguensis - Data de validad
AMOSTRA: aproximadamente 100g, coletada pelo solicitante.

FISICO-QUIMICA

ENSAIO RESULTADO
Fibra alimentar (g/100g) 63,.46
Método: AOAC, 2002 985.29
Observagdes: -
Conclusio: =

Informamos que os resultados sdo referentes a amostra analisada e que a reprodugéo deste
certificado s6 ¢ permitida na integra.

Recife, 21 de fevereiro de 2014

; L < 0 fasd
Profa. Dra. S a alhdes Salgado
Gerente Técnico Setor de Fisik&»Quimica Coordenddora do LEAAL

—J

Campus Universitério - CEP : 50670-901 Recife — PE - E-mail : leaalnutricao@ufpe.br
Fones: 2126-8464 2126-8470 2126-8471  FAX: 2126-8473
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Pégina 1del
Emipa RESULTADO DE ANALISE -
L R103815
DADOS DO CLIENTE
Cliente: Ana Ldcia Figueiredo Porto - CPF: 25514776468
Enderego: Rua Dom Manoe! de Medeiros s/n® - Dols irm3os Recife - PE CEP:51170-900
Nome do Material: Sobremesa de goiaba
Nimero da Requisi¢do: 0769/2015
Data de Entrada: 19/10/2015
Data da Analise: 20 a 28/10/2015
Cédigo CRA: 1507126 a 1507127
RESULTADOS OBTIDOS
Fibra Alimentar (g/100g)*
Cédigo CRA Identificagdo da Amostra Resultados

1507126 Amostra 01 - G. BIRDAE 1,14

1507127 Amostra 02 - G. DOHIME 2,23
OBSERVACOES

< IMétodo: Enzimatico-Gravimétrico. POP FQ 015, rev.3.

< O Resultado da Andlise refere-se exclusivamente 3 amostra ensalada, sendo o solicitante responsavel pela amostragem e coleta

do material,

% Este Resultado de Andlise s6 pq_c_le’_ﬁtgeprodﬂdjd@por completo e com autorizagdo deste laboratério.
% Prazo méaximo para pedido de".éo'vﬁ&jﬁl?nv; de analise é de trinta dias, a partir da data de emiss3o do Resultado de Andlise.

g

Aefe Adjunto de P&D

A
Esdras Sundfeld

Rio de Janeiro, 29 de outubro de 2015,

. i

Embrapa Agroindustria de Alimentos

Sidinéa Cordeiro de Freitas
Responsavel Técnico
Laboratdrio de Fisico-Quimica



SCIENTEC

Associagao para o Desenvolvimento da Ciéncia e da Tecnologia
Fundada em 1981 — Conveniada com a UFPB

Laboratério de Tecnologia de Alimentos

Jodo Pessoa, 03 de margo de 2015,

LAUDO DE ANALISE N° 138/15

SOLICITANTE: ANA LUCIA FIGUEIREDO PORTO - CNPQ 255.147.764-68
ENDERECO: RUA DOM MANOEL DE MEDEIROS SN CEP: 52171-900
PRODUTO(S): LEITE FERMENTADO PROBIOTICO - BIRDAE - BIRD V.P
COLETADO POR: Pelo interessado (a)

MARCA/PROCEDENCIA: - /-

FAB./VAL./LOTE: /-1~

DATA DE ENTRADA: 25.02.2015

DATA DE ANALISE: 25.02.2015

AMOSTRA:/QUANT.: N® 136/01 (uma)

ANALISES MICROBIOLOGICAS

ANALISE RESULTADO

Bacillus cereus (UFC/g) o B 6.0- =

Metodologia: - Instrugdo Normativa N° 62, 26 de agosto de 2003.

J&@LPB.&L&% oS Befela
lgohal Cniginex 1.7 Nftatc
Eng® C e
Mal SIAPE OU336481

CNPJ08.331.902/0001-12 B (83) 3216-7063

LTA - Laboratério de Tecnologia de Alimentos
®(83)3216-7363 / 91062088 - (] (83) 3216-7900

24 Campus Universitario [ = CT. s/n. 58051-970 - Jodo Pessoa/PB
E-mail: scientecassociacao/@email.com ltai@et.ufpb.br
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SCIENTEC

Associagao para o Desenvolvimento da Ciéncia e da Tecnologia
Fundada em 1981 — Conveniada com a UFPB

Laboratério de Tecnologia de Alimentos

Jodo Pessoa, 03 de margo de 2015.

LAUDO DE ANALISE N° 139/15

SOLICITANTE: ANA LUCIA FIGUEIREDO PORTO - CNPQ 255.147.764-68
ENDERECO: RUA DOM MANOEL DE MEDEIROS SN CEP: 52171-900
PRODUTO(S): LEITE FERMENTADO PROBIOTICO - DOMINGENSIS - DOM. V.P
COLETADO POR: Pelo interessado (a)

MARCA/PROCEDENCIA: -/ -

FAB.:/VAL.:/LOTE: -/-/-

DATA DE ENTRADA: 25.02.2015

DATA DE ANALISE: 25.02.2015

AMOSTRA:/QUANT.: N° 137/01 (uma)

ANALISES MICROBIOLOGICAS

ANALISE RESULTADO
_Bz_lcilluscereus(lJIfC/g) i 00

Metodologia: - Instrugdo Normativa N° 62, 26 de agosto de 2003.

Sl b Rl Bfula

:;_;ng: om «Jade
Mat. SIAPE 00338481

CNPJ08.331.902/0001-12 & (83) 3216-7063

LTA — Laboratorio de Tecnologia de Alimentos

W (83) 3216-7363 / 91062088 - 1 (83) 3216-7900

B4 Campus Universitario | — CT. s/n. 38051-970 - Jodo Pessoa/PB
E-mail: scientecassociacao@gmail.com Itat@ct.ufpb.br



