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Resumo da Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia de Processos da
Universidade Tiradentes como parte dos requisitos necessarios para a obtencdo do grau de Doutor

em Engenharia de Processos.

DESENVOLVIMENTO DE PRODUTOS LACTEOS FERMENTADOS POR GRAOS DE
KEFIR COM TEOR DE COLESTEROL REDUZIDO E SABORIZADOS COM FRUTAS
TROPICAIS

Alysson Vieira dos Santos

O estado de Sergipe tem despontado na producdo de leite, principalmente na bacia leiteira
localizada no noroeste do estado. Entretanto, esta regido concentra a producéo de produtos como
leite e queijos, necessitando diversificar e desenvolver produtos de maior valor agregado e com
aroma e sabores regionais. E neste enfoque que o presente trabalho permitiu o desenvolvimento
de bebidas lacteas com teor de colesterol reduzido, utilizando grdos de kefir saborizadas com
polpa de mangaba ou siriguela. Inicialmente foi avaliada a remoc¢éo de colesterol do leite em
colunas de adsorcdo recheadas com particulas de silica obtidas pela técnica de impresséo
molecular, empregando o método sol-gel com a presenca ou auséncia da biomolécula de
colesterol, polimero impresso molecular (PIM) ou matriz pura (MP), respectivamente. Em
seguida foram empregados graos de kefir para o desenvolvimento das bebidas lacteas saborizadas
com frutas regionais (mangaba ou siriguela). Os produtos foram analisados sensorialmente,
avaliado o potencial probidtico e a remoc¢do do colesterol. Dentre os produtos obtidos, o que
apresentou melhor resultado sensorialmente foi a bebida com remocdo PIM saborizada com
mangaba, na qual cerca de 90% dos provadores indicaram que comprariam o novo produto. Com
relagdo ao potencial probidtico das bebidas lacteas, foi utilizado um simulador estdmago-
duodeno. As bebidas desenvolvidas neste estudo ap0s o percurso gastro-intestinal apresentaram
valores com grandeza variando entre 10* a 10° UFC/mL, e que de acordo com a Legislagéo
Brasileira € caracterizado produto probidtico. Quanto a remocdo do colesterol, a bebida com
remocao PIM foi a melhor, atingindo 42,42, 48,25 e 44,47% para as bebidas sem polpa e com

30% de polpa de mangaba e siriguela respectivamente.

Palavras chave: Impressdo molecular, colesterol, Kefir, produtos lacteos, probiotico



Abstract of the Thesis presented to the Program of After-Graduation in Engineering of Processes
of the Universidade Tiradentes as part of the necessary requirements for the attainment of the

degree of Doctor in Engineering of Processes.

DEVELOPMENT OF MILKY PRODUCTS LEAVEND BY KEFIR GRAINS WITH
REDUCED CHOLESTEROL INDEX AND FLAVORED WITH TROPICAL FRUITS

Alysson Vieira dos Santos

The state of Sergipe has been emerging in milk production, mainly in the dairy basin
located in the northeast of the state. However, this area concentrates the production of dairy,
developing diverse products with higher aggregated value and scent and regional flavours. With
this goal the present wok allows the development of dairy drinks with reduced cholesterol index,
using kefir grains flavored with mangaba or siriguela pulp. Initially, the removal of milk
cholesterol was evaluated in adsorption columns completed with silica particles obtained by
molecular impression technique, using sol — gel method with the presence and absence of
cholesterol biomolecule, molecular imprinted polymer (PIM) or pure matrix (MP), respectively.
Then kefir grains were used for the development of dairy drinks flavored with regional fruits
(mangaba or siriguela). The products were analyzed sensorially, evaluated the probiotic potential
and the removal of the cholesterol. Among the products obtained, the one that present best result
in the sensorially was to the drink with removal PIM flavored of mangaba, for which around 90%
of the testers indicated that would buy the new product. In relation with the probiotic potential in
the dairy drinks, a stomach-duodenum simulator was used. The dairy drinks developed in this
study after the gastro-intestinal route presented values varying from 10* to 10° UFC mL™, and
according to Brazilian legislation is characterized as a probiotic product. Removal of the
cholesterol, the drink with removal PIM was best, reaching 42.42, 48.25 and 44.47% for drinks

without pulp and with 30% of pulp of mangaba and siriguela respectively.

Key words: molecular impression, cholesterol, Kefir, dairy products, probiotic.
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1. INTRODUCAO

A pecuaria leiteira do Estado de Sergipe tem crescido significativamente nos ultimos
anos, entretanto concentra-se sua producdo em leites UHT e pasteurizados, bem como em
queijos e iogurte. Portanto, o surgimento de novas tecnologias industriais para a obtengédo de
novos produtos com alto valor agregado torna-se necessario para o pleno desenvolvimento da
bacia leiteira. O incentivo a producdo de leite e pesquisas para o desenvolvimento de seus
derivados, para ampliacdo do setor, é papel fundamental do Arranjo Produtivo Local (APL) do
leite, que em suas diretrizes, norteia o desenvolvimento de novos produtos que atendam as
mudancas dos habitos alimentares, como por exemplo, a producdo de derivados do leite com
caracteristicas probidticas e funcionais, utilizando produtos regionais.

A partir deste nicho de mercado as industrias de laticinios estdo investindo em novas
estratégias para aumentar a competitividade no segmento de produtos funcionais e probioticos a
fim de se adaptar as tendéncias de mudangas do mercado consumidor mundial exigente, o qual
atualmente possui interesse no consumo de alimentos saudaveis em busca da qualidade de vida
(THAMER e PENNA, 2006).

Com base nesta perspectiva de mercado, a literatura relata a associacdo da biotecnologia
e da nanotecnologia para a obtencéo de alimentos funcionais ou nutracéuticos. O processo em
escala nanométrica utilizado em alguns estudos como por exemplo o uso da “impressdo
molecular”, pode ser facilmente utilizado pois se trata de uma rota simples de sintese de
materiais, no qual em um determinado momento ocorre a impressao do molde da molécula
alvo, e subsequentemente a remocdo do molde a partir da técnica sol-gel, obtendo assim um
material robusto com “sitios memoriais”. Essa técnica apresenta boa homogeneidade, facil
controle de espessura, e custo relativamente baixo comparado a outros métodos. Sol-gel é um
processo quimico utilizado para a sintese de uma suspensao coloidal de particulas sélidas em
um liquido. Os polimeros impressos molecularmente - PIMs possuem a habilidade seletiva de
ligar-se @ molécula alvo numa mistura, como por exemplo, a molécula do colesterol. A
caracteristica seletiva dos “PIMs” obtidos por “impressdo molecular” apresenta funcdo

importante em biotecnologia, principalmente na remogdo de moléculas de colesterol no leite.
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Com o grande interesse do consumidor por esse tipo de alimento saudavel e pela busca da
qualidade de vida, sdo realizados estudos para o desenvolvimento de diversos tipos de leite
fermentados e iogurte. Dentre as culturas iniciadoras utilizadas para a producdo de leite
fermentado, os gréos de kefir, ainda ndo séo industrializados no Brasil. Enquanto que, no
mercado internacional (Ruassia, Hungria, Poldnia, Suécia, Noruega, Finlandia e Alemanha,
Grécia, Austria e Israel) o leite fermentado do tipo kefir é disponivel com diferentes nomes:
Activia Kefir e Kefir Liberte (SANTOS e FERREIRA, 2008). Além de leites fermentados
também denominados kefir, a DMJ Biotech Corp. possui uma gama de produtos utilizando
gréos de kefir, como por exemplo: requeijdo cremoso, kefir de diversos sabores, leite de kefir,
fermento kefir queijo etc. A definicdo do leite fermentado chamado kefir, é um produto
resultante da fermentacao do leite pelos grdos de kefir (GLIBOWSKI e KOWALSKA, 2012).
O kefir € uma bebida secular originaria das montanhas do Caucaso, cujos graos de kefir sdo
constituidos por: uma bio-matriz que comporta uma série de diferentes micro-organismos
(dezenas de espécies de lactobacilos e leveduras associadas simbioticamente) (BENSMIRA e
JIANG, 2012). O kefir é pouco difundido comercialmente no Brasil, entretanto varias pessoas
cultivam em casa, e por isso pode ser um apelo de mercado.

Com base nos beneficios a satde, no potencial de mercado de produtos obtidos utilizando
grdos de kefir e associado a producdo anual de aproximadamente de 260 milhdes de litros de
leite no Estado de Sergipe em 2008 (IBGE, 2010), propde-se neste trabalho o desenvolvimento
de produtos lacteos fermentados por grdos de kefir com teor de colesterol reduzido.

A adicdo de frutas regionais do Brasil na fabricacdo de iogurtes € uma fatia do mercado
significativa para o comércio interno e externo. Afinal a comercializacdo dessas frutas,
anteriormente restrita a areas locais, tem se expandido para centros metropolitanos, isto devido
ao sabor exatico apresentados por estes frutos tropicais, 0 que contribui para o aumento de seu
consumo. Dentre as diversas frutas produzidas no Brasil, especial atencdo é dada as
encontradas na regido nordeste devido as suas caracteristicas exdticas. Pode-se citar mais
especificamente no estado de Sergipe a mangaba (cuja arvore é o simbolo do estado), siriguela,
caja, jenipapo, jameldo ou jamboldo, dentre outras. A mangaba, apesar de apresentar potencial
industrial para a producéo de sucos, sorvetes e doces, tem sido muito pouco explorada, embora

seus produtos elaborados artesanalmente tenham grande aceitacdo do consumidor na Regido
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Nordeste do Brasil. O fruto é extremamente perecivel e, portanto, suscetivel a danos mecénicos
durante a colheita, transporte e manuseio, 0 que representa um sério obsticulo para a
comercializacdo. Outra fruta bastante apreciada no Nordeste brasileiro € a siriguela, devido sua
excelente qualidade sensorial. A siriguela é uma fruta rica em fibras, carboidratos, calcio,
fésforo, ferro e vitaminas A, B, C. Possui caro¢o do tamanho de uma azeitona grande, polpa
muito doce e suculenta, e casca bastante fina, seu consumo ¢é feito por diversas formas, desde in
natura até na confeccdo de sucos. Também é usada no preparo de bebidas fermentadas e
bebidas geladas, aléem de geleias e sorvetes. A comercializacdo destas frutas estad concentrada
nas feiras livres por bairros e cidades. Além disso, a comercializagdo dos frutos esta restrita a
sua época de safra e apresenta alta perecibilidade. Uma saida para se resolver esse tipo de
problema € desenvolver métodos para utilizacdo dessas frutas como, por exemplo, iogurtes e
bebidas lacteas, agregando assim valores a estas frutas regionais. Com base na alimentacao
equilibrada para a manutencdo da salde, a comunidade cientifica tem produzido indmeros
estudos com o intuito de comprovar a atuacdo de certos alimentos na prevencdo de doencas
aliando este potencial de mercado (médias, pequenas e microempresas locais).

Neste enfoque se consubstancia a proposta deste trabalho que tem como objetivo avaliar
0 processo de desenvolvimento de produtos lacteos fermentados por graos de kefir com teor de
colesterol reduzido, adicionando aromas e sabores de frutas regionais e assim agregando valor

ao produto final.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o processo de desenvolvimento de produtos lacteos fermentados por grdos de

kefir com teor de colesterol reduzido e saborizados com frutas tropicais.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Neste trabalho os objetivos especificos sdo:

1. Obter o leite com remocéo parcial de colesterol obtido pela técnica de impressao molecular;
2. Determinar a composicao fisico-quimica dos leites produzidos;

3. Obter a bebida lactea a partir da fermentacdo utilizando grdos de kefir com os leites
produzidos;

4. Saborizar a bebida lactea produzida por adi¢do de mangaba ou siriguela;

5. Realizar a anélise sensorial e microbioldgica dos leites produzidos e das bebidas lacteas;

6. Determinar a composicao fisico-quimica das bebidas lacteas;

7. Avaliar o potencial probiotico utilizando um simulador estdmago-duodeno;

8. Avaliar o arranjo fisico do processo: proposta de adequacao de layout nas instalagGes.



3. REVISAO DA LITERATURA

Nesta etapa do trabalho serdo abordados os seguintes topicos: o uso da nanotecnologia e
da biotecnologia, a impressdo molecular, adsorcdo, colesterol, leite e produto lacteo, patente,

gréos de kefir e frutas regionais.

3.1. NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia é um conjunto de técnicas usadas para manipular qualquer tipo de
matéria, viva ou ndo viva, no nivel de atomos e moléculas. Um dos pontos para se entender o
potencial da nanotecnologia é que, em nanoescala (abaixo de 100 nandmetros), as propriedades
dos materiais podem mudar drasticamente com a reducdo do tamanho, entretanto sem mudar a
substancia, além do nanomaterial poder exibir propriedades novas e completamente diferentes
das anteriormente conhecidas (DUDO et al., 2011). Segundo GUTIERREZ et al. (2006) a
nanotecnologia ndo é uma técnica especifica e sim um conjunto de técnicas, como por exemplo
a técnica denominada impressdo molecular.

GHAZINOORY et al. (2009) relataram que o desenvolvimento acelerado de tecnologias
emergentes nas Ultimas décadas é a funcdo essencial que estas técnicas poderiam disseminar no
crescimento econdmico e no desenvolvimento industrial. Esse incremento das estratégias para o
progresso tecnoldgico no nivel nacional inclui uma escala extensiva das diferentes técnicas e
dos mecanismos que sdo definidos geralmente sob a politica nacional para a Ciéncia e
Tecnologia. Essas politicas nacionais permitem o planejamento de alguns processos
preliminares tais como: a nanotecnologia, a biotecnologia, e a tecnologia da informacéo, entre
outras. A grande atracdo proposta pela nanoescala € o mistério daquilo que ndo é visivel e nem
palpdvel, bem como as inumeras implicacbes e aplicacdes da tecnologia envolvida. A
nanotecnologia pode possuir diferentes aplicagdes nas mais diversas areas como, por exemplo,
eletrbnica, medicina, aeronautica, cosméticos, meio ambiente, biotecnologia, agricultura e
seguranca nacional (DURAN et al., 2006).



Segundo a proposta de Feynman, a nanotecnologia tem o objetivo de criar novos
materiais e desenvolver novos produtos e processos, baseados na crescente capacidade da
tecnologia moderna de ver e manipular atomos e moléculas. Segundo a literatura os paises
desenvolvidos investem mais de dois bilhdes de dolares por ano, se somados 0s investimentos
dos Estados Unidos, Japdo e Unido Europeia. Outros paises como Coréia do Sul e Taiwan sdo
bem sucedidos quando comparados ao Brasil na utilizagdo da nanotecnologia com objetivo de
gerar bons empregos e riquezas para seus cidadaos. Portanto, 0s centros de pesquisas e
industrias destes paises tém investido centenas de milhGes de dolares nessa area (GUTIERREZ
et al., 2006).

A Nanociéncia e a Nanotecnologia séo tecnologias emergentes, multidisciplinares, que se
baseiam fortemente nos conhecimentos e técnicas da Fisica, da Quimica, da Biologia e da
Informatica, bem como dos diferentes ramos da Engenharia. No entanto, pode-se dizer que 0s
quimicos tém um papel fundamental para o desenvolvimento da nanotecnologia. A importancia
da similaridade da ligacdo entre a quimica, a nanociéncia e a nanotecnologia, é verificada ao
comparar suas definicdes. A quimica é a ciéncia que trata da composicdo, estrutura e
propriedades da matéria, em nivel atbmico e molecular, bem como das reacGes que se
produzem entre os elementos ou moléculas. J& a nanociéncia e a nanotecnologia (N&N)
englobam projeto, manipulagdo, produgcdo e montagem em nivel atbmico e molecular. Sabe-se
gque um nanémetro é a bilionésima parte do metro. A nanoescala vai de 100 nanémetros até
aproximadamente 0,2 nanémetros. Entretanto convém esclarecer que nem tudo que é
nanométrico é nanotecnologico (FERNANDES e FILGUEIRAS, 2008).

O Instituto Fraunhofer de Engenharia Interfacial e Biotecnologia, sediado em Stuttgart,
apresentou absorvedores de alta especificidade nanoestruturados conhecidos como
nanoparticulas com impressdo molecular, para a separacdo de aminodacidos, peptideos e
proteinas nas industrias farmacéuticas e de biotecnologia. A criacdo de impressdes moleculares
em si é antiga, mas fornecia produtos cujo tamanho de particula precisava ser ajustado por
operacdes posteriores de moagem. Porém, o Instituto desenvolveu uma minipolimerizacdo em
emulsdo que fornece o material diretamente em nanoescala, sem necessidade de processamento
posterior, com maior definicdo das dimensdes. O funcionamento dos absorvedores se baseia no

principio chave-fechadura, e com base na molécula que se deseja absorver, séo escolhidos 0s
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mondmetros adequados para o reconhecimento das biomoléculas em questdo. A separacdo com
esse tipo de nanoparticula pode ser até duas vezes mais eficientes que sistemas concorrentes.
Além disso, estdo disponiveis em condicdes que nenhuma biomolécula suportaria tais como:
presenca de acidos, bases, ions metalicos, solventes organicos e altas temperatura e pressdo

(http://lwww.quimica.com.br).

3.2. IMPRESSAO MOLECULAR

A técnica de impressdo molecular é uma aproximacdo sintética atrativa para simular o
reconhecimento molecular natural, que exibe afinidade e seletividade elevadas para um
composto particular do alvo nomeado molde. Esta técnica utiliza moléculas do molde para
montar seus proprios locais de reconhecimento interagindo com os grupos funcionais
complementares de monémeros apropriados. Neste processo, as moléculas selecionadas dos
moldes permitem estabelecer interacdes obrigatorias com mondémeros funcionais em um
solvente. O polimero impresso molecularmente (PIM) pode ser usado como adsorvente com
seletividade pré-determinada para uma dada substancia, ou grupo de andlogos estruturais,
utilizados em extracdo de fase solida para a separacdo ou limpeza do composto alvo em
baixas concentra¢fes ou em matrizes complexas (PUOCI et al., 2009; CIRILLO et al., 2011;
GUPTA e KUMAR, 2011).

A obtencdo dos PIMs ou polimeros impresso molecularmente ocorre por meio da
polimerizacdo de uma molécula molde a ser impressa (0 analito de interesse). Na impressdo
molecular ndo-covalente, 0 molde interage com um mondmero funcional por meio de ligac6es
de hidrogénio, eletrostaticas ou interagdes hidrofobicas. O processo de polimerizacdo é baseado
na aproximacdo do radical livre. O resultado final € a producdo de monoliticos poliméricos
organicos rigidos. Apds o processo ser finalizado, os mondlitos sdo esmagados e moidos até
atingirem uma granulometria adequada. O molde da molécula alvo pode entdo ser removido
por um mecanismo de lavagem envolvendo um solvente (geralmente metanol) e um &cido ou
base. Apds a remocdo do molde, o polimero impresso resultante possui a capacidade de
reconhecer 0 molde com alta seletividade e especificidade. A principal vantagem que os PIMs
possuem sobre materiais convencionais em extracdo em fase solida é a sua especificidade

em nivel molecular. Os mecanismos de retencdo de muitos dos materiais comumente
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empregados na extracdo da fase solida sdo baseados em interacGes hidrofébicas e o principal
inconveniente nesse tipo de extracdo é a co-eluicdo de espécies interferentes (FARRINGTON
et al., 2006; VERHEYEN et al., 2011).

A maioria dos PIMs apresentados na literatura sdo polimeros altamente reticulados,
consistindo numa estrutura matricial, com locais de ligagdo formados por uma molécula molde,
a qual estd presente no meio durante o processo de obtencdo do polimero (SOUSA e
BARBOSA, 2009). A Figura 3.1 representa o processo de obtencdo de um polimero impresso
molecularmente descrito por SOARES et al. (2007) para retencao da molécula molde colesterol
e a remocdo desta para a producdo do molde e subsequente utilizagdo em regime em batelada

com solucao sintética de colesterol.

Etanol + TEOS Molécula-molde
do colesterol

g,
iy
CH, . . ~
y Polimerizagéo
o
+ CHy 1 3

Figura 3.1 - Esquema geral do processo de impressdo molecular.

- Molécula-molde

 —
b

+ Molécula-molde

Em todas as metodologias de impressdo molecular a molécula molde assume uma
importancia fundamental, j& que é responsavel pela definicdo da organizacdo espacial dos
grupos funcionais dos monémeros. Por varios motivos, nem todas as moléculas molde se
apresentam adequadas para utilizacdo direta na preparacdo de polimeros. As moléculas moldes
ideais devem ser quimicamente inertes para serem compativeis com processos de
polimerizacdo por radicais livres. Nos casos em que a molécula molde for instavel nas
condicBes de polimerizagdo deve-se procurar uma estratégia alternativa para a realizacdo da
impressdo molecular. Por outro lado, os mondmeros funcionais sdo responsaveis pelas
interacfes que se estabelecem nos locais de reconhecimento. Nos protocolos de impresséo
molecular ndo-covalente, normalmente é usado um excesso de monémeros funcionais em
relacdo ao numero de moles de molécula molde, de modo a favorecer a agregacdo entre a
molécula e 0 mondmero funcional (SOUSA e BARBOSA, 2009).



Inimeros estudos ja foram realizados com uma grande variedade de materiais naturais,
sintéticos, organicos ou inorgénicos, com diferentes caracteristicas de tamanho, forma e
densidade, para serem aplicados na técnica de impressdo molecular. A Tabela 3.1 apresenta 0s

monodmeros funcionais mais adequados para a preparacao dos moldes das moléculas alvos.

Tabela 3.1 - Tipos de monémeros funcionais utilizados para preparacao das matrizes para

impressdo molecular da molécula alvo.

Mondmero funcional Estrutura quimica Tipo de ligagdo como analito
) |
Acido acrilico i Idnica, ligacao de hidrogénio
Acido metacrilico | T I6nica, ligacdo de hidrogénio
L8]

Acido p-vinilbenzdico I o I6nica, ligacdo de hidrogénio
- o . NH - .
Acido acrilamidossulfénico I S0H I16nica
Q

. - - HH " A =

Amino metacrilamida I NR, I6nica
4]
4-vinilpiridina [ JJ 16nica, ligacdo de hidrogénio e transferéncia de cargas
]

2-vinilpiridina | | I16nica, ligacdo de hidrogénio e transferéncia de cargas
4-vinilimidazol -E b 16nica, ligacdo de hidrogénio e coordenagéo de metais

T | A= . ~ . A s ~ .
1-vinilimidazol | M I6nica, ligacdo de hidrogénio e coordenagdo de metais

. . Wi L . a -
Acrilamida | Ligacéo de hidrogénio

(]

Fonte: SOUSA e BARBOSA, 2009.



Entretanto, existem outras vantagens dos materiais impressos molecularmente em
relacdo aos receptores biolégicos, como o facil preparo, o baixo custo, a estabilidade mecénica
e a quimica, e ampla faixa das condicdes de operacdo, possibilidade de sintese em situacéo
onde nenhuma molécula (receptor ou enzima) se encontra disponivel ou quando elas possuem
um alto preco, e resisténcia a ambientes adversos (presenca de acidos, bases, ions metalicos,
solventes organicos, altas temperaturas e alta pressdo), nos quais biomoléculas naturais ndo
resistiriam. Ainda os “PIMs” podem ser armazenados a seco em temperatura ambiente por
longos periodos de tempo, sem perda do desempenho inicial. Os PIMs sdo uma categoria que
apresentam inimeras vantagens em processos de remocdo de moléculas alvo, em funcao de sua
grande afinidade tanto de substancias hidrofilicas (afinidade a &gua) quanto lipofilicas
(afinidade a solventes ndo aquosos) (ALVAREZ-LORENZO e CONCHEIRO, 2004; CHEN et
al., 2011).

Apesar destes métodos possuirem diferentes mecanismos, geralmente uma combinagéo
de diversas técnicas é empregada para a obtencdo da impressdo molecular. Uma das
combinagbes € a técnica de impressdo molecular com a de ligacdo covalente, envolvendo o
mondémero funcional, a molécula alvo e o agente bifuncional. A primeira etapa da sintese
consiste em misturar 0 mondmero contendo grupos funcionais complementares aqueles da
molécula molde, o que permite formar em solu¢do o complexo “mondmero-molécula molde”,
por meio de interacbes (covalentes ou ndo covalentes) entre os respectivos grupos funcionais
complementares. Posteriormente, sdo adicionados ao meio reacional o reagente de ligacao
cruzada e o iniciador radicular de polimerizag&o.

A Tabela 3.2 apresenta alguns exemplos de moléculas impressas a partir de protocolos de
impressdo molecular.

Dentre os estudos apresentados na Tabela 3.2, WYBRANSKA et al. (2008) obtiveram
polimeros impresso molecularmente utilizando a técnica de impressdo molecular baseada em
uma aproximacdo fotoquimica, utilizando um derivado funcional com B-ciclodextrina ($-CD)
substituido por cloreto de cinamoilo (CC), usando como agente de reticulacdo hexametileno
diisocianato (HMDI) ou tolueno diisocianato (TDI). Os autores relataram que a aplicacdo do
hexametileno diisocianato (HMDI) apresentou maior capacidade de adsor¢éo do colesterol da

solucéo sintetica de 0,029 mmol/L por g de PIM quando comparada com tolueno diisocianato
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(TDI) que foi de 0,015 mmol/L. Possivelmente pelo fato do HMDI apresentar o tamanho dos
poros maiores na matriz obtida, facilitando a adsor¢do da molécula do colesterol da solugéo
sintética.

PUOCI et al., (2009) empregaram a técnica de impressdo molecular no reconhecimento
de uma droga anti-inflamatéria (p-acetalminofenol), os PIMs foram preparados pela
polimerizagéo da precipitacéo utilizando o p-acetalminofenol como molde. Quando esses PIMs
foram sintetizados em meio orgéanico (Acetonitrila) apresentaram uma adsorcao variando entre
42,6 a 48,8%. No entanto, quando foram preparados na presenca de agua as matrizes
apresentaram uma maior adsor¢do variando entre 88,4 a 92,3%. Provavelmente, isso ocorre
pela abertura do anel epdxido permitindo a formagdo de uma camada hidrofilica em torno do

polimero aumentando a seletividade e o reconhecimento da molécula.

Tabela 3.2 - Exemplos de molécula alvo impressas.

Classe dos compostos Exemplo Referéncia

Drogas Triazolam JIN et al., (2011)
p-acetalminofenol PUOCI et al., (2009)
Naltrexone ROSTAMIZADEH et al., (2012)

Metal Al AN et al., (2012)

Proteina Lisozima HE et al., (2010)

Hormonios Testosterona GAVRILOVIC etal., (2011)
Epitestosterona

Esteroides Colesterol SOARES et al., (2007)
Colesterol WYBRANSKA et al., (2008)

Amidas Sulfonamidas LEE et al., 2010

Pesticidas Acefato WEI et al., (2011)

A metodologia da polimerizagdo da precipitagio também foi wusada por
ROSTAMIZADEH et al., (2012) na preparacdo dos polimeros impresso molecularmente
utilizando o acido acrilico (AA) e o acido metacrilico (MAA) como monémeros na inclusao da

molécula de naltrexone. Eles relataram que o PIM-AA e PIM-MAA apresentaram uma elevada
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capacidade de adsorcdo e seletividade do naltrexone com cerca de 75 e 34 mg/g de PIM
respectivamente. A impressao molecular também foi empregada por HE et al. (2010) os quais
usaram lisozima como uma proteina modelo e demonstraram com sucesso uma estratégia nova
para produzir nanoparticulas com impressdo de proteina na superficie, através da
copolimerizacdo de mon6meros funcionais na superficie do vinil de silicone dispersados em
meios aquosos e diluidos na presenca da proteina do molde. O sistema para impressao
molecular foi constituido com altas concentrac6es de lisozima diluidas nos monémeros e apos a
polimerizacdo foi gerado sobre as particulas da sustentacdo a impressdo molecular. As
particulas impressas mostraram cinéticas rapidas de adsor¢do e uma seletividade significativa
para a proteina da impressdo, as matrizes apresentaram uma adsor¢do de 11,2 pg/g.

Na literatura foram descritos alguns estudos sobre a sintese de polimeros impressos
molecularmente (PIMs) utilizando a técnica sol-gel. HOSSAIN et al. (2003) utilizaram a
técnica para a impressao molecular de peptideos no suporte hidrofébico. LEE et al. (2010),
sintetizaram polimeros impressos molecularmente (PIMs) utilizando o tetraetilortossilicato
(TEOS) empregando o processo sol-gel, com a finalidade de reconhecer sulfonamidas em
amostras de carnes, esses polimeros com impressdo molecular proporcionaram uma adsor¢ao
de 2,13 pumol/g, os quais possuem uma seletividade aproximadamente sete vezes maior quando
comparado com os polimeros sem impressdo molecular. A técnica sol-gel também foi descrita
por JIN et al. (2011) os quais utilizaram essa metodologia para a inclusdo do molde de uma
matriz contendo triazolam ou halcion. Os PIMs apresentaram uma capacidade de adsor¢do do
triazolam de 130 pg/g de silica.

Estudos realizados por nosso grupo (SOARES et al., 2007), abriram novas perspectivas
para a técnica de impressdo molecular para remocdo de colesterol. Neste estudo avaliou-se a
aplicacdo da técnica de impressdo molecular para a remocdo de colesterol em produtos lacteos
em regime de batelada. A técnica “Impressdo molecular” foi dividida em duas etapas, a
primeira avaliou-se diferentes métodos de inclusdo de colesterol em B-CD (co-precipitagéo,
amassamento e mistura fisica). Os resultados indicaram que o melhor método de incluséo foi a
co-precipitacdo. Na segunda etapa foi referente ao wuso do precursor TEOS
(tetraetilortossilicato) para preparo do PIM e sua utilizagdo em reatores em batelada em
diferentes razdes molares e temperaturas. A obtencdo do molde da molécula alvo (colesterol)
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foi realizada utilizando a técnica sol-gel a partir do precursor TEOS na presenca de PIM/B-CD:
colesterol e B-ciclodextrina ou somente a particula de silica (MP). A méxima capacidade de
adsorcédo do colesterol em regime em batelada neste trabalho foi de 251 mg/g de matriz pura e
76,5 mg/g de PIM/B-CD:colesterol. Neste estudo, foi identificado o potencial de aplicacdo da
matriz pura (MP), contudo ndo foram realizados estudos utilizando a impressdo molecular sem
a presenca de B-CD e em outros regimes, como por exemplo, o processo de adsor¢do de
colesterol em colunas de leito fixo.

Alem dos estudos de adsorcdo de colesterol utilizando polimeros impressos
molecularmente na literatura sugere-se o uso dessas particulas como recheio em coluna de
adsorcéo a fim de promover o contato entre as fases envolvidas no processo (fase fluida gasosa
e/ou liquida com a fase estacionaria/particulas ou entre diferentes fases fluidas) (VALENTE,
2000). O leito fixo ocorre quando um fluido passa através de um leito de particulas finas, em
baixas velocidades, apenas percolando por meio dos espagos vazios existentes entre as
particulas estacionérias. As colunas de recheio sdo muito usadas para provocar o contato intimo

entre dois fluidos imisciveis ou parcialmente misciveis (MCCABE et al., 2001).

3.3. ADSORCAO

Nas colunas de leito fixo, uma das técnicas utilizada para remocdo de uma biomolécula é
a adsorcdo. Segundo BARROS (2003) a adsor¢do € um processo fisico-quimico no qual certos
componentes de uma fase fluida (gas ou liquido) sdo transferidos (adsorvidos) para a superficie
de um solido adsorvente para completar a separacdo, o constituinte adsorvido deve ser
removido do solido pelo processo de dessor¢do. O conceito de adsorvente aplica-se usualmente
a um solido que mantém o soluto na sua superficie pela acdo de forgas fisicas. A substancia que
é adsorvida, num processo de adsor¢do, € denominada adsorvato.

As isotermas de adsorcdo mostram a relacdo de equilibrio entre a concentragdo na fase
fluida e a concentracdo nas particulas em uma determinada temperatura. Algumas formas mais
comuns de isotermas estdo apresentadas na Figura 3.2, na qual a concentracdo de equilibrio em
solugdo (Co ou C’) é dada em mg/L e a quantidade de material removido (g ou W) é
apresentada em mg/g (MCCABE et al., 2001).
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Figura 3.2 - Formas das isotermas de adsor¢do (MCCABE et al., 2001).

As isotermas de adsorcdo de forma cdncava indicam comportamento ndo favoravel a
remocdo do composto estudado. Isotermas deste tipo sdo raras, mas seu estudo torna-se
importante na compreensao dos processos de dessorcéo. A isoterma linear passa pela origem e
a quantidade adsorvida é proporcional a concentracdo do fluido. Isotermas convexas sdo
favoraveis, pois grandes quantidades adsorvidas podem ser obtidas com baixas concentragdes
de soluto. Quando estas sdo muito favoraveis, mesmo para concentrac@es na fase fluida muito
diluida, apresentam-se como uma funcdo constante e sdo consideradas irreversiveis. Apesar da
grande seletividade para o composto de interesse, as isotermas deste tipo mostram que a
regeneracdo do adsorvente € bastante dificil (MCCABE et al., 2001).

Uma boa determinacdo dos dados de equilibrio é de fundamental importancia, pois as
mesmas sdo utilizadas na modelagem dos processos de adsor¢cdo, no dimensionamento do
projeto de equipamento industrial e/ou na determinacdo das condi¢Oes de operacdo de uma
planta.

No processo de adsorcdo em coluna de leito fixo, o adsorvato a ser tratado passa através
de um leito empacotado a uma vazao constante. Parametros como a velocidade de escoamento

do liquido pela coluna, zona de transferéncia de massa, capacidade de adsor¢do e o tempo de
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residéncia sdo avaliados, a fim de se determinar as melhores condig¢des operacionais de modo a
garantir a maxima eficiéncia do processo de separacdo (TREYBAL, 1980; GEANKOPLIS,
1998). Um dos elementos mais importantes associados ao projeto de uma coluna de adsor¢éo
de leito fixo € pré-determinar quando esta coluna alcancard o ponto de saturacdo para um dado
conjunto de concentracdes da solucdo (CARPINE, 2011).

A natureza do processo de adsorgdo é transiente e uma zona de transferéncia de massa
comeca a ser formada, a partir do instante em que a alimentagéo é estabelecida e toma forma
definitiva a partir do instante em que o adsorvente da entrada do leito alcanca o equilibrio com
o fluido que esta sendo alimentado. As concentracGes na fase fluida e na fase sélida variam de
acordo com o tempo e com a posicao no leito (GEANKOPLIS, 1998).

Inicialmente o fendmeno de transferéncia de massa ocorre predominante na entrada do
leito, onde o fluido entra em contato com o adsorvente. Se inicialmente o s6lido ndo contém o
adsorvato, a concentracdo do adsorvato na fase fluida decresce exponencialmente com a
distancia, até chegar a praticamente zero antes de alcancar o final do leito. Depois de poucos
minutos, o solido préximo a entrada da coluna se encontra saturado, e a maior parte da
transferéncia de massa ocorre no interior do leito. A regido com maior gradiente de
concentracdo é chamada de regido de transferéncia de massa (TREYBAL, 1980; MCCABE et
al, 2001).

Alguns estudos relatam o uso de polimeros impressos molecularmente como leito fixo.
LIU et al. (2012 ) empregaram 0 método da polimerizacdo da precipitacdo da destilacdo no
preparado do polimero impresso molecularmente tendo como molécula molde a uridina,
com isto investigaram o comportamento e o equilibrio cinético da adsorcdo para o uridina.
AN et al. (2012) utilizaram a técnica de impressdo de superficie contendo AI** como
molécula molde. Observaram que o0s polimeros possuiam uma elevada afinidade e
seletividade, os quais foram utilizados para remover as impurezas da terra rara.

De acordo com TOMINAGA et al. (2012), a técnica de impressdo molecular foi
também utilizada para a adsorcédo seletiva de compostos gasosos. E neste estudo foram
analisadas o efeito molecular da impressdo molecular para piridina gasosa usando uma

molécula molde e o &cido metacrilico (MAA) com mondmero funcional.
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3.4. COLESTEROL

Atualmente, o mundo enfrenta novos e intensos desafios na area da saude e, entre eles,
destaca-se 0 aumento da expectativa de vida. Esse processo propicia maior exposi¢do de
pessoas a uma série de fatores de risco, o que pode desencadear a elevacdo da incidéncia de
doencas cardiovasculares. Os fatores de risco para essa doenca podem ter origem genética e/ou
podem, também, sofrer influéncias ambientais. Com relacdo as influéncias ambientais, podem-
se destacar certos habitos que definem o estilo de vida como o tabagismo, o uso de drogas,
além do uso de alcool e dos habitos alimentares. A dieta habitual rica em alimentos com alto
teor de colesterol é apontada como elemento fundamental para o aparecimento de doencas
cardiovasculares. Sabe-se que uma alimentacdo que apresenta contetdos elevados de colesterol
e gordura saturada pode ser considerada aterogénica em potencial (ABREU et al., 2010).

Outro fator de risco € a obesidade, essa apresenta como um dos maiores problemas de
Saude Publica do mundo, com dimens®es sociais e psicoldgicas expressivas, que vem atingindo
individuos cada vez mais jovens e diferentes grupos socioecondémicos. Apresenta-se como um
dos determinantes mais importantes das diversas doencas cronicas nao transmissiveis que
participam de forma significativa, das taxas de mortalidade em diversos paises, inclusive nos
paises em desenvolvimento. Portanto, o colesterol em excesso ndo € inimigo apenas do
coracdo, mas também de diferentes a¢des inflamatorias (COSTA et al., 2011).

O colesterol é uma substancia lipidica que pode ser encontrada tanto na carne de animais,
como de seus derivados (colesterol exdgeno), e também ¢€ sintetizado no organismo pelo figado
(colesterol enddgeno). Normalmente o colesterol é necessario em muitas fungdes corporais
complexas, incluindo a sintese do estrogénio, androgénio e progesterona, que sdo hormonios
responsaveis pelas caracteristicas sexuais secundarias, masculinas e femininas; e com
frequéncia, argumenta-se que o excesso de colesterol causa uma deposi¢do de material lipidico,
que acaba produzindo calcificacdes e alteracGes fibroticas, de forma que as paredes arteriais
ficam mais estreitas, rigidas e duras, tornando mais dificil o fluxo sanguineo, podendo levar o
individuo a um ataque cardiaco ou infarto do miocardio. O excesso de colesterol no sangue

aumenta o risco do individuo desenvolver doencas do coracdo. O aumento do colesterol, na
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maioria das vezes é causado pelo aumento da ingestdo de alimentos ricos em gordura saturada
ou colesterol (LENHINGER et al., 1995).

Portanto torna-se necessario e interessante para saude humana a ingestdo de alimentos,
como por exemplo, os produtos lacteos com baixo teor de colesterol. Com o aumento da
procura por esses produtos, diversas industrias de laticinios vém adotando processos que
utilizam membranas para remocgédo parcial de colesterol do leite (Tetra Pak ®). Nestes
processos 0 controle de micro-organismos € essencial, afinal uma populacdo microbiana
apresenta grande potencial de crescimento sob as condi¢6es industriais nos laticinios. Portanto
é importante 0 método mais eficiente de assepsia para este ambiente em particular. No caso de
monitoramento, os microbiologistas utilizam os testes rotineiros para verificar a presenca ou
auséncia da bactéria Escherichia coli (PELCZAR et al., 1996). As substancias quimicas
utilizadas para matar ou inibir o crescimento de micro-organismos sdo denominados agentes
antimicrobianos. Ha centenas de diferentes produtos quimicos disponiveis para o controle do
crescimento microbiano em diferentes sistemas industriais, nos quais certos compostos
quimicos antimicrobianos matam os micro-organismos enquanto outros inibem o crescimento.
N&o existe um Unico composto quimico que seja ideal para todos os propdsitos e desta maneira
é necessario determinar as vantagens que o agente apresenta quando utilizado em determinadas
situacbes. Nos Estados Unidos, ha uma decisdo judicial sobre os alimentos e a¢do das drogas
que afirma: “A linguagem utilizada na classificagdo deve transmitir o significado ordinario para
aqueles a quem foi enderecada”. Os U.S. Food and Drug Administration e o U.S.
Environmental Protection Agency regulamentam os produtos quimicos microbianos
(PELCZAR et al., 1996).

3.5. LEITE EPRODUTO LACTEO

O leite apresenta-se como uma emulséo liquida em que a fase continua é formada de dgua
e substancias hidrossoliveis ao passo que a fase interna ou descontinua é formada,
principalmente, de micelas de caseina e de globulos de gordura. O leite de vaca, o mais
importante do ponto de vista comercial e industrial, € composto de 87,35% de agua, e de 12,7%

de solidos totais, assim distribuidos: proteinas totais, 3,3 a 3,5%; gordura, 3,5 a 3,8%; lactose,
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4,9%; além de minerais, 0,7%, e vitaminas (SGARBIERI, 2005). E um dos alimentos naturais
mais completos, é rico em nutrientes e contém constituintes de importancia nutricional para o
homem e animais. O leite e seus derivados formam grupos de grande importancia como
suprimento nutricional em dietas alimentares (ROCHA et al., 2008). Do ponto de vista de
salde publica, ocupa posicdo de destaque em nutricdo humana, pois constitui um alimento
essencial para todas as idades, sendo que para o recém-nascido o melhor leite é o leite materno
(LEONARDI, 2011).

Como o leite € um produto que apresenta uma ampla populacdo microbiana, torna-se
necessario o controle microbiano. O controle de micro-organismos pela acdo de agentes fisicos
denomina-se esterilizacdo. E o processo pelo qual s&o mortos, inativados irreversivelmente ou
retirados todos os organismos de um material ou suspensdo. Geralmente 0S processos
empregados para esse fim sdo processos fisicos, por serem mais eficientes e, com algumas
excecdes, menos dispendiosos que os quimicos (BORZANI et al., 2001). No caso do leite, o
método fisico utilizado é geralmente a pasteurizacdo. O controle de micro-organismos na
pasteurizacdo visa a destruicdo da flora microbiana causadora de doencas, sem tirar as
caracteristicas proprias do produto. Existem dois tipos de pasteurizagdo, a lenta e a rapida. A
primeira € feita pelo aquecimento do leite entre 62 e 63°C, por 30 e 35 min, seguido por um
resfriamento brusco a 5°C ou menos. Durante o tempo de aquecimento o leite deve ser agitado
para evitar aderéncias nas paredes do recipiente e promover um aquecimento uniforme. Ja
pasteurizacdo rapida consiste em aquecer o leite a 72°C e manté-lo por 15 segundos em um
equipamento com trocadores de calor de placa, seguido de um choque térmico (LEITE et al.,
2006).

Na area da industria de laticinios, vem surgindo uma nova tendéncia em produzirem
iogurte e leites fermentados funcionais. A aceitacdo destes produtos pela populacdo é motivada
pelo excelente valor nutritivo, 0 que provoca um crescimento potencial, no consumo dos
produtos probioticos (KEMPKA et al., 2008). Dessa forma, os laticinios estdo interessando-se
em aumentar a sua competitividade no segmento de produtos funcionais e probioticos, para se
adaptar as tendéncias de mudangas em um mercado consumidor exigente, que se modifica
rapidamente, além de ter que manter a lideranca tecnoldgica nas industrias (THAMER e

PENNA, 2006). O iogurte, produto da fermentacdo latica, estd presente na dieta alimentar
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humana desde os tempos remotos, quando a fermentagdo era utilizada como forma de
preservacédo do leite (MANZANARES, 1996).

O crescente interesse dos consumidores por um alimento saudavel € um dos maiores
estimulos no desenvolvimento de alimentos funcionais ou probioticos, como é o caso dos leites
fermentados. Os alimentos funcionais, sdo aqueles alimentos ou ingredientes que, além das
funcdes nutricionais basicas, quando consumidos como parte da dieta, produzem efeitos
metabdlicos benéficos a saide (VINDEROLA, 2008; OLIVEIRA e SILVA, 2011). Os
alimentos probidticos sdo aqueles que possuem micro-organismos Vvivos que beneficiam o
organismo, melhorando a microflora intestinal e as funcdes fisiologicas do trato intestinal
humano (MAGALHAES et al., 2011; XANTHOPOULOS et al., 2012; LI, 2012).

De acordo com SOARES et al. (2011) o alimento funcional contendo micro-organismos
probidticos pode ser favoravel a prevencdo de infeccBes intestinais e diarreias, ter efeito
anticarcinogénico, auxiliar na reducao dos niveis de colesterol e melhorar a digestdo da lactose.
Os principais micro-organismos utilizados para a producéo de leites fermentados funcionais ou
probioticos sdo: Lac. Acidophillus, Bifidobacterium sp., Lac. Casei subespécie casei biovar
shirota, Lac GG straim e /ou os grdos de kefir (ZACARCHENCO e ROIG, 2006). Na obtencéo
destes produtos lacteos (iogurte, bebida lactea, kefir, queijo), se faz necessario a utilizacdo dos
diferentes tipos de micro-organismos em biorreatores em batelada. Os leites fermentados sé&o
obtidos por coagulacdo e diminuicdo do pH do leite, ou do leite reconstituido, adicionado ou
ndo de outros produtos lacteos. A coagulacdo ocorre por fermentacdo lactica, mediante a acao
de cultivo de micro-organismos especificos. Durante e apds o processo fermentativo os micro-
organismos utilizados devem ser viaveis, ativos e abundantes no produto final, durante o prazo
de validade do produto. Os leites fermentados envolvem as seguintes categorias de produtos:
iogurte, leite acidofilo, kefir, kumys, coalhada e leite fermentado ou cultivado (FERREIRA,
2001; ORDONEZ, 2005).
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3.6. PATENTE

A descrigdo técnica com busca de anterioridade de patentes relacionados a obtengédo de
produtos lacteos fermentados por gréos de kefir com teor de colesterol reduzido, adicionando
aromas e sabores de frutas regionais, foi realizada. Nesta pesquisa foi observado que de 110
pedidos amostrados, 27 mencionam conhecimento tradicional como referéncia de eficacia do
uso pretendido para a producdo do novo produto, isto &, uso de micro-organismos para a
obtencdo de um produto lacteo com baixo teor de colesterol.

De modo geral, os pedidos mencionam o uso do patrimdnio genético de acordo com 0s
usos empregados pela “medicina popular” brasileira e de outros povos, nos casos de plantas
introduzidas e outros recursos genéticos (graos de kefir), por exemplo. Com excecao do uso da
Stevia pelos Guarani 17, ndo houve mengéo direta a um povo ou grupo humano relacionado a
um conhecimento tradicional do processo fermentativo. Dessa forma, parece haver uma
separacdo deliberada entre o recurso genético e o conhecimento tradicional associado, levando
a crer que o uso tradicional deixa de ser uma fonte de informacao (que ja se encontra no estado
da técnica), para ser considerado apenas uma referéncia de eficacia do objeto reivindicado no
pedido. Essa estratégia isenta 0s requerentes da obrigacdo de obter consentimento prévio
informado da comunidade provedora do conhecimento acessado (se o acesso foi feito a partir
da comunidade), bem como de celebrar um contrato de reparticdo de beneficios (NOVION e
BAPTISTA, 2006).

O novo interesse em tecnologia € o desenvolvimento de produtos com atividade
probidtica, produzido através de fermentacdo por grdos de kefir em meio de cultura de
carboidrato (acucar mascavo). O produto acabado € uma bebida fermentada por simbiose de
bactérias, usado como alimento funcional na prevencao e/ou tratamento profilatico de varias
formas etiologicas de patdgenos gastrointestinal, promotores de infec¢fes intestinais agudas.
Nos Ultimos anos o Instituto de Tecnologia e Pesquisa (ITP) tem investigado diferentes
formulacBes, a qual ja originou uma patente de numero P10300108-3, apresentado pelos
inventores: Lauro Xavier Filho, Alvaro Silva Lima, Sheila Alves Rodrigues, Ana Margarida
Xavier Andrade Lima. Até o momento este documento segue a seguinte sequencia primeira

publicacdo realizada em 13/10/2003 (N° RPI: 3.1) e segunda publicacdo realizada em
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18/03/2003 (N° RPI: 2.1), cuja descricdo do despacho € de pedido depositado. A técnica
apresentada pelo documento acima mencionado, ndo informa o uso da nanotecnologia para
remocao de colesterol do leite e a aplicacdo de sabores de frutas regionais. Com base neste
estudo, 0 NOSSO grupo inseriu um NOVo no processo, principalmente no que tange a remogao
parcial de colesterol do leite para a obtencdo da bebida lactea com sabor de frutas regionais,
utilizando kefir em temperatura diferenciadas das informagdes descritas em patentes e artigos,
referenciando-se assim o ineditismo deste processo proposto apoiado por diversos érgdos de
fomento.

No documento P10703742 — 2 A2 é descrito um processo para producgdo industrial de
composicdo de uso farmacéutico, cosmético e alimenticio & base de leveduras de kefir. Nesta
invencéo foi proposto por meio de um desenvolvimento especifico, um processo de obtencao
de uma composicao a base de leveduras de kefir produzida industrialmente e que mantenha os
principios ativos e componentes conservados e que preserva as mesmas propriedades para 0s
seres humanos. Segundo os inventores, 0 processo de fermentacdo diferencia-se da primeira
patente quanto as condi¢fes especificas e com diferentes nutrientes. Os principais principios
ativos da composicdo a base de leveduras objeto desta patente correspondem a: (i)
polissacarideos de kefiran compostos principalmente de dois monossacarideos, a glucose e a
galactose, que estimulam a absor¢do dos aminoécidos, do célcio, do ferro, do potéssio, do
magnésio, das proteinas e do acido folico produzido pelas células tratadas com esta
composicdo, a0 mesmo tempo em que seu complexo microbiano libera metabdlitos que
combatem muitas das bactérias que costumam atacar as células humanas; (ii) biotinas que
servem para aumentar de forma consideravel a assimilacdo dos complexos de vitaminas B, B1,
B2, B3, B12, K e D, pelos érgdos e pelas células humanas submetidas ao tratamento com esta
composicgdo; (iii) interferon induz e aumenta a secre¢do do interferon e do interferon-p por
partes das células. O interferon desencadeia uma série de defesas aos ataques das células por
bactéerias, a0 mesmo tempo que defende e atenua ou até elimina os efeitos destas bactérias nas
células infectadas; (iv) spingomielinas dos tipos SpM-C21, SpM-C22, SpM-C23, SpM-C24,
responsaveis pelo aumento da secrecdo do interferon por parte das células em até 15 vezes,
enguanto estudos com medicamentos sintéticos demonstram um aumento de apenas duas a

quatro vezes mais. A partir destas informac6es o documento PI0703742 — 2 A2 mostra que
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pode-se considerar que os beneficios obtidos com o uso desta composicdo a base de leveduras
sdo inumeraveis e de grande utilidade para o ser humano, quando usados na composicao de
produtos da industria farmacéutica, cosmética e alimenticia.

No Brasil, as patentes referentes a producdo de kefir para diferentes aplicacdes sdo 0s
documentos descritos acima. Contudo, nos paises de clima frio existem diversas patentes
referenciando o processo de obtengédo da bebida kefir. Como por exemplo, 0 uso de membrana
de ultrafiltracdo para obtencéo de bebida kefir em p6 (US 4957752 A).

Com relacéo, as demais invencdes referenciadas nos sites de patente, a bebida lactea néo
gordurosa utilizando a tecnologia proposta neste trabalho, ndo foi identificado nenhum
documento utilizando kefir no Brasil e no exterior. Os documentos relatam, por exemplo, o
método de preparo de um produto lacteo de reduzido teor de carboidrato e um método para
prepara-lo, onde a matéria-prima neste produto é um leite ultra filtrado contendo cerca de 1 a
3% de carboidratos, cerca de 3 a 7% de proteinas e 3 a 5% de gordura (WO 2004/075666 A2).

Né&o foram encontradas patentes, de uma bebida lactea de kefir com a adi¢éo de sabor de
fruta exdtica. Alguns documentos sdo encontrados utilizando outros tipos de processos
fermentativos, como podemos citar o documento Pl 0505132-0 A, no qual os inventores
descrevem o método de preparacdo de uma bebida lactea com sabor de pagcoca/amendoim
misturada com frutas ou ervas.

Com base nos documentos referendados acima, neste projeto pretende-se ap0s a sua
realizacdo a solicitacdo de uma patente e a manutencdo do sigilo da inovacdo até a
implementacao do processo nas empresas parceiras. Lembrando que, a patente deve ser baseada
no estado da técnica e ndo no recurso genético do kefir. Atendendo assim, a ética quanto ao uso
de recursos do patriménio genético da humanidade.

3.7. GRAOS DE KEFIR

Os produtos lacteos utilizando grdos de kefir sdo comercializados principalmente na Asia,
Europa e nos EUA. Entretanto, no Brasil poucos produtos sdao comercializados e geralmente
sdo via internet (SANTOS e FERREIRA, 2008). Os gréos de kefir tem estrutura semelhante a

uma couve-flor (Figura 3.3), apresentam-se como um agrupamento gelatinoso polissacarideo
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(kefirana) ao qual convivem em simbiose varios micro-organismos como leveduras, bactérias
acido laticas, bacterias acidas acéticas e fungos (PLESSAS, et al. 2004; GONKU e ALPKENT,
2005; LEITE, et al. 2012).

Figura 3.3 - Aspecto dos grdos de kefir.

A palavra kefir é popularmente originada, a partir da palavra turca “indoléncia”,
implicando em sensacdo boa ou prazer. De acordo com a regido também é conhecida como:
quépi, kippe, kéfir, khaphin, kiaphir, keffir, e kefyr (FERREIRA, 2001). No Brasil, conforme a
Legislacdo vigente para o Padrdo de Identidade Qualidade de Leites Fermentados do Ministério
da Agricultura, kefir é o produto resultante da fermentacdo do leite pasteurizado ou esterilizado
por cultivos acido lacticos elaborados com grdos de kefir, Lactobacillus kefir, espécies dos
géneros Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter com producdo de acido latico, etanol e
diéxido de carbono. No entanto, FAO/OMS (2001) define a bebida kefir baseada na
composi¢do microbiana dos grdos de kefir (o arranque da cultura utilizada para produzir kefir):
cultura iniciadora (starter) preparada de graos de kefir, Lactobacillus kefir e espécies do género
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Leuconostoc, Lacococcus e Acetobacter crescendo em um forte relacionamento especifico. Os
gréos de kefir constitui de ambas as leveduras, as que fermentam a lactose (Kluyveromyces
marxianus) e as que nao fermentam ( Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisiae e
Sacharomyces exiguus). A bebida kefir possui uma consisténcia cremosa espessa uniforme, a
bebida gerada pela fermentacdo do leite pelos micro-organismos associados aos gréos de kefir,
possui um leve gosto &cido que refresca e um aroma moderado de levedura fresca, que se
assemelha as bebidas alcodlicas muito “leves”. Associado a efervescéncia do gas produzido
(CO,), é um produto lacteo diferente dos comercializados e possui cerca de 40 combinacGes
aromaticas, podendo ser consumido fresco ou refrigerado (ORDONEZ, 2005).

De acordo com GUZEL-SEYDIM et al. (2011), a bebida kefir é resultado da fermentagéo
do leite utilizando gréos de kefir, que apresentam varias bactérias inerentes do acido latico e
bactérias do &cido acético em uma matriz de polissacarideo. O produto kefir traz um sabor
original devido a uma mistura de acido latico, didéxido de carbono, acetaldeido, levemente
alcoolico, e outros constituintes formados durante o processo fermentativo. Outra caracteristica
do kefir que difere de outras bebidas fermentadas, € que os grdos de kefir sdo reaproveitados
apos a fermentacdo. A biomassa dos grdos de kefir aumenta lentamente durante o processo
fermentativo. As caracteristicas sensoriais da bebida kefir diferem das do iogurte, com relacéo
a presenca de uma pequena quantidade de CO,, alcool e os beneficios do polissacarideo
(FERREIRA, 2001; OTLES e CAGINDI, 2003; FARNWORTH, 2005).

A literatura entende que kefir e iogurte sdo produtos lacteos, cultivados de varios tipos de
bactérias benéficas. No caso, o iogurte contém bactérias benéficas transitorias que mantém o
sistema digestivo limpo, porém o kefir pode colonizar o trato intestinal. A bebida kefir contém
diversas bactérias, as quais ndo sdo comumente encontradas nos iogurtes, tais como:
Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus, Acetobacter, Streptococcus e contém também
leveduras igualmente benéficas, como Saccharomyces, Kluyveromyces Torula. A bebida kefir
controla e elimina micro-organismos patogénicos destrutivos no corpo (OTLES e CAGINDI,
2003; FARNWORTH, 2005; ORDONEZ, 2005). Vérios beneficios a saude humana tém sido
atribuidos ao kefir, incluindo atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (GARROTE et al., 2000; SILVA et al., 2009; GLIBOWSKI e KOWALSKA, 2012).
Uma das vantagens mais notavel da bebida kefir em relacdo ao iogurte é a presenca do
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polissacarideo chamado kefirana que possuem propriedades antiinflamatdrias e antitumorais
(ORDONEZ, 2005).

O kefirana € composto de duas moléculas de monossacarideos, D-glicose e D-galactose,
em proporcdes iguais. A Figura 3.4 apresenta a molécula do kefirana. Esta tem demonstrado ter
certas qualidades medicinais, sendo atil como alimento funcional para evitar ou controlar

algumas doengas comuns que ocorrem no trato intestinal (DMJ BIOTECH CORP, 2009).

HaCOH aH
OH

Figura 3.4 - Molécula do kefirana (www.kefir.co.kr).

GUZEL-SEYDIM et al. (2011) relatam que as substancias metabolicas produzidas
durante a fermentacdo utilizando grdos de Kkefir tem apresentado efeitos nutracéuticas
comprovadas tais como: efeitos antimutagénica e anticarcinogénica, efeito na reducdo do
colesterol, na atividade microbiana, estimula o sistema imunoldgico e reduz a intoleréncia a
lactose.

Além do potencial probiético da bebida lactea obtida a partir da fermentacdo de graos de
kefir, no Brasil ndo foram encontrados estudos utilizando sabores de frutas regionais da regido

de Sergipe.

3.8. FRUTAS REGIONAIS

As frutas constituem parte essencial na alimentacao equilibrada e balanceada contribuido

para uma dieta saudavel e uma qualidade de vida melhor, pois sdo importantes fontes de
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vitaminas, fibras, minerais, assim como outros compostos biologicamente ativos. Estudos
epidemiol6gicos demonstram um relacionamento inverso entre o consumo de frutas e o risco de
desenvolver doencas cardiovasculares (FRANCOSO et al., 2008; SANTIAGO-SILVA et al.,
2011).

O Brasil é um pais rico em frutas regionais e algumas sdo consideradas frutas tropicais
exoticas, de alto valor nutricional, os quais apresentam vitaminas e pigmentos naturais na sua
composicao e tém alto potencial de industrializacdo. O Estado de Sergipe possui como arvore
simbolo, a mangabeira (Hancomia speciosa), que produz um fruto bastante apreciado pelas
suas excelentes caracteristicas fisicas, com aroma e sabor agradaveis e associados ao elevado
valor nutritivo (VIEIRA NETO, 2002). A Figura 3.5 apresenta os frutos da mangabeira e da

sirigueleira.

Mangaba Siriguela

Figura 3.5 — Aspecto do fruto da mangabeira e do fruto da sirigueleira.

E uma espécie da familia Apocynaceae, com ocorréncia na regido nordeste do Brasil
(caatinga), na regido central do pais (até Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul), bem como no
cerrado (Goias). O fruto apresenta padrao respiratério climatérico, é do tipo baga, elipsoidal ou
arredondada, de 2,5 cm a 6,0 cm (com varios tamanhos na mesma planta), exocarpo amarelo,
com manchas ou estrias avermelhadas, polpa bastante suave, doce, carnoso-viscosa, acido,
contendo geralmente de 2 a 15, ou até 30 sementes discoOides, de 7 a 8 mm de diametro
(SOARES JUNIOR et al., 2008). A mangaba é um fruto extremamente perecivel, apesar de
apresentar potencial industrial para a produgdo de sucos, sorvetes e doces, tem sido muito
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pouco explorada, embora seus produtos elaborados artesanalmente tenham grande aceitacdo do
consumidor na Regido Nordeste do Brasil (OLIVEIRA et al., 2005; SANTOS et al., 2009).

Outra espécie bastante produzida no Estado de Sergipe cuja arvore produtora € a
sirigueleira (Spondias purpurea L.), é origindria da América Tropical. O fruto tipo drupa de cor
vermelho-escura quando maduro, possui polpa de aroma e sabor agradaveis. Devido sua
excelente qualidade sensorial, a siriguela é muito apreciada no Nordeste brasileiro, pode ser
consumida “in natura” ou processada na forma de diversos produtos, normalmente
disponibilizados no mercado, 0 que tem proporcionado crescente interesse para seu cultivo
comercial (MARTINS et al., 2003; BICAS et al., 2011; AUGUSTO et al., 2012). A planta
raramente ultrapassa 7 m de altura, possui ramos que se desenvolvem rente ao solo. Suas folhas
sdo compostas, e as inflorescéncias possuem flores perfeitas que formam frutos isolados ou em
cachos. Esses frutos possuem uma pelicula fina, verde, amarela ou vermelha, dependendo do
estadio de maturacdo; polpa de pequena espessura ao redor de um grande carogo (LEON e
SHAW, 1990). A siriguela se fixou mundialmente como uma cultura explorada na forma de
pomares comercias, e no Brasil possui um grande potencial econémico. A fruta possui atrativa
coloracdo e excelente sabor. E comercializada na forma “in natura”, em diversas regides do
Brasil, notadamente no Norte e Nordeste (VIEIRA NETO, 2002).

A comercializacdo destas frutas esta concentrada nas feiras livres por bairros e cidades,
com incondicional prevaléncia nas cidades interioranas por toda a parte do nordeste, com
distribuices restritas para a regido sudeste, e até para o sul. Na regido sudeste a procura pelas
frutas fica por parte dos emigrantes, que ndo conseguem esquecer o peculiar e Unico sabor da
fruta ligeiramente 4cida de sua terra natal. Além disso, a comercializagéo dos frutos esta restrita
a sua época de safra, sua perecibilidade é alta (ANSELMO et al., 2006). A elevada taxa de
perecibilidade de frutos tropicais propicia o desenvolvimento de técnicas adequadas de
manuseio e conservagao, que visem aumentar a vida Util pos-colheita (ALVES, 2007; SANTOS
et al., 2009). A fruta fresca € um produto delicado, de répido processo de amadurecimento e
deterioracdo, necessita de cuidados especiais para evitar danos, e neste caso, surge um dos
grandes entraves para a fruticultura de exportacdo que é o relacionado a servicos de logistica.
Parte da producdo nacional ndo é exportada porque a oferta de servico de transporte adequado é

insuficiente e, por conseguinte cara. E preciso criar infra-estrutura adequada a fruticultura de

27



exportacdo, pois a qualidade na apresentacdo do produto é um fator decisivo para o crescimento
da exportacdo de frutas brasileiras. Uma saida para se resolver esse tipo de problema é
desenvolver métodos para utilizacdo dessa fruta como, por exemplo, bebidas lacteas, agregando
assim valor a esta fruta regional.

Na literatura existem trabalhos de pesquisa utilizando outros tipos de frutas exoticas na
producdo de bebidas lacteas, como o umbu, a manga e o caja, 0s quais obtiveram uma 6tima
aceitacdo sensorial dos provadores em questdo (SANTOS et al., 2006; SANTOS et al., 2008;
PEREIRA, et al., 2010). Com base na alimentacdo equilibrada e na manutencdo da salde, a
comunidade cientifica tem desenvolvido estudos com intuito de comprovar a atuagéo de certos
alimentos na prevencdo de doengas, estimulando desta forma o desenvolvimento potencial de

mercado (médias, pequenas e microempresas locais).
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4. MATERIAL E METODOS

Nesta secdo sdo apresentados os principais materiais e a metodologia utilizada neste
trabalho para a remocdo de colesterol do leite e do desenvolvimento de produtos lacteos
utilizando gréos de kefir. Todas as analises foram realizadas no Laboratério de Pesquisa em

Alimentos (LPA) do Instituto de Tecnologia e Pesquisa (ITP).
41. MATERIAL

Os materiais empregados sdo especificados a seguir:
4.1.1. REAGENTES ANALITICOS

Os reagentes utilizados foram: Tetraetilortossilicato-TEOS (98%) adquirido da Sigma
Aldrich Co (Milwaukee, WI, EUA); Acetonitrila (99,9%) e Isopropanol (99,7%) grau HPLC da
Vetec, Hexano (65%); Peroxido de Hidrogénio (32%); Hidroxido de Sodio (97%); Hidroxido
de Potassio (85%) adquiridos da Fmaia, Acido cloridrico (37%); Hidroxido de Aménia (30%);
Cloroformio (99,8%) e Etanol (99,8%) adquiridos da Vetec, todos os reagentes utilizados

foram P.A de grau analitico ou grau HPLC.
4.1.2. LEITE

As amostras de leite bovino tipo C, foram obtidas junto aos produtores da Bacia Leiteira
do municipio de Nossa Senhora da Gldria, localizada na Regido Nordeste do Brasil, no oeste do
Estado de Sergipe, na microrregido do alto sertdo do S&o Francisco. As amostras, embaladas
em sacos plasticos, foram acondicionadas sob refrigeracdo em caixas térmicas e transportadas
ao Laboratdrio de Pesquisa em Alimentos (LPA) no Instituto de Tecnologia e Pesquisa (ITP),

onde ficaram sob congelamento (-20°C) até o uso.
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4.1.3. POLPAS DE FRUTAS REGIONAIS

As polpas de mangaba e siriguela foram obtidas no supermercado da cidade de Aracaju,
acondicionadas e transportadas sob refrigeracdo ao Laboratorio de Pesquisa em Alimentos
(LPA) do Instituto de Tecnologia e Pesquisa (ITP), onde ficaram sob congelamento (-20°C) até

0 uso.

4.1.4. AGENTE BIOLOGICO

O consércio microbiano que origina os graos de kefir utilizados nesse estudo foi obtido
junto a Pastoral do Menor, e mantidos no Laboratorio de Pesquisa em Alimentos (LPA). O
consorcio microbiano foi cultivado a temperatura ambiente (25 °C) em solucdo de agUcar
mascavo a 10% (p/v). O processo de crescimento e manutengdo dos graos de kefir ocorreu sem

agitacdo e a transferéncia para uma nova solugéo ocorreu a cada trés dias.

4.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Os procedimentos experimentais foram: a preparacdo dos sélidos adsorventes obtidos
pela técnica sol-gel, as colunas de leito fixo para a remoc¢éo e dessorcdo do colesterol do leite

ou solucdo sintética; a obtencdo da bebida lactea com sabor de frutas regionais.

4.2.1. PREPARACAO DO SOLIDO ADSORVENTE DA COLUNA DE LEITO FIXO

Neste trabalho foram preparados dois tipos de adsorventes para as colunas de leito fixo a
partir da técnica sol-gel, utilizando como percursor o Tetraetilortossilicato — TEOS. S&o eles:
0 adsorvente impresso molecularmente com a solucdo de colesterol (Polimero impresso
molecularmente/PIM) e o adsorvente sem adi¢do de colesterol (Matriz pura/MP).

O TEQS, por ser altamente higroscdpico foi manipulado, durante a pesagem e preparagao das

solugBes, em ambiente de atmosfera controlada, neste caso atmosfera inerte de nitrogénio. A
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metodologia de preparo do adsorvente puro e do adsorvente impresso molecularmente
fundamentou-se no procedimento descrito por SOARES et al. (2007).

No preparo do adsorvente MP, 30 mL de TEOS foram dissolvidos em 36 mL de etanol
absoluto sob atmosfera inerte de nitrogénio. Foram adicionados 0,11 mL de acido cloridrico
diluido em 5 mL de agua ultra pura (solucdo pré-hidrélise), a mistura foi agitada (20 rpm)
durante 90 min a 35°C. Adicionou-se 1 mL de hidroxido de amoénia diluido em 6 ml de etanol
(solucdo de hidrdlise), a mistura foi mantida estatica durante 18 horas para efetuar a
policondensacdo a 4°C. O gel foi lavado com etanol e agua a 50°C e seco sob vacuo a
temperatura ambiente por 24 horas. Com relacdo ao adsorvente PIM o procedimento foi
idéntico ao descrito para 0 MP exceto que foram adicionados 0,51 g de colesterol dissolvido em
10 mL de etanol antes da adi¢do do hidroxido de amonia. O gel seco obtido em ambos 0s casos,
MP e PIM foi triturado em um p6 com granulometria de 60 mesh (0,250 mm), conforme
descrito no depdsito de pedido de patente com o seguinte numero de Protocolo
0000221108562820.

4.2.2. AVALIACAO DA REMOCAO DE COLESTEROL EM COLUNA DE ADSORCAO
NO PROCESSO EM BATELADA A TEMPERATURA AMBIENTE

A Figura 4.1 apresenta a unidade experimental de remocdo e dessor¢do da solugédo
sintética de colesterol ou leite utilizando como leito o adsorvente MP ou o adsorvente
PIM/colesterol. Utilizou-se uma coluna de vidro, com didmetro de 1 cm e foram utilizadas
diferentes alturas do leito (1, 2, 3, 4 e 5 cm). Na base da coluna foi utilizada 1& de vidro
sinterizada para impedir que as pequenas particulas de adsorvente passassem para o restante da
unidade experimental.

Na corrente de eluente (solucdo sintética de colesterol ou leite), as amostras foram
coletadas em vidro ambar de 200 mL, derivatizadas e analisadas posteriormente no HPLC. Foi
calculada a concentragcdo média por meio de media aritmética dos valores de todas as amostras
retiradas durante cada experimento, obtendo-se, dessa forma a concentracdo média e a

porcentagem de remocéo do colesterol (%) para cada ensaio.
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Com relacdo ao teste de dessorcédo o leito foi lavado com etanol a 50°C, em seguida as

amostras foram derivatizadas e analisadas em HPLC.

Figura 4.1 - Unidade experimental de remocao e dessor¢do do colesterol no processo em
batelada a temperatura ambiente.

4.2.3. AVALIACAO DA REMOCAO DE COLESTEROL EM COLUNA DE ADSORCAO
NO PROCESSO DE FLUXO CONTINUO A TEMPERATURA CONTROLADA

Apos a selecdo do melhor adsorvente, foi realizado o estudo de remog&o de colesterol em
fluxo continuo, utilizando coluna de adsorcdo de vidro encamisada com didmetro de 1 cm
interno e 10 cm de altura e bomba peristaltica nas seguintes condigdes: altura de 1, 2 e 3 cm,
vazdo variando de 3, 6 e 9 mL/min em fluxo continuo (Figura 4.2). O leite foi percolado em
coluna encamisada a temperatura de 42°C, nessa temperatura os globulos de gordura estdo mais
dispersos de forma homogénea no leite. Na base da coluna encamisada foi utilizada 14 de vidro
sinterizada para impedir que as pequenas particulas de adsorvente passassem para o restante da
unidade experimental. Na corrente de eluente (leite), as amostras foram coletadas em vidro
ambar de 200 mL no tempo 0, de 5 em 5 minutos até 15 minutos, 15 em 15 minutos até 1 hora
e 30 minutos, 30 em 30 minutos até 3 horas e posteriormente de hora em hora até 6 horas de
remocdo, e no teste de dessor¢do o leito foi lavado com etanol a 50°C, as amostras foram

coletadas seguindo o mesmo procedimento realizado para o leite. Em seguida foram analisadas
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em HPLC. Apds a remogdo do colesterol no adsorvente, o leite obtido foi submetido as etapas

descritas no item 4.2.2.

Figura 4.2 - Unidade experimental de remocao e dessor¢do do colesterol no processo de fluxo

continuo a temperatura controlada.

4.2.4. AVALIACAO DA REMOGCAO DE COLESTEROL EM COLUNA DE ADSORCAO
NO PROCESSO DE FLUXO CONTINUO A TEMPERATURA CONTROLADA COM
AMPLIACAO DE ESCALA

Apos a selecdo da melhor condi¢do no item 4.2.3, foi realizado o estudo de remocéo e
dessorc¢do de colesterol em fluxo continuo, utilizando coluna de adsorcdo de vidro encamisada
com diametro de 2,5 cm interno e 30 cm de altura. Nas mesmas condi¢des descritas no item
4.2.3, variando apenas a altura do leito para 7,5 cm e a vazédo para 7,5 mL/min. As amostras da
adsorcdo e da dessorcdo do colesterol do leite foram coletados nos tempos pré-determinados no
item 4.2.3. A Figura 4.3 representa a unidade experimental para a coluna com ampliacdo de

escala.
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Figura 4.3 - Unidade experimental de remocdo e dessorcdo do colesterol no leite com

ampliacdo de escala.

4.25. AVALIACAO DA REMOCAO DA PROTEINA EM COLUNA DE ADSORCAO
NO PROCESSO DE FLUXO CONTINUO A TEMPERATURA CONTROLADA

O leite foi percolado em coluna de adsorgéo de vidro encamisada com 1 cm de didmetro
interno e com 10 cm de altura nas seguintes condigdes: vazdo de 3 mL/min, leito de 3 cm de
altura e temperatura de 42°C. Na base da coluna encamisada foi utilizada |& de vidro sinterizada
para impedir que as pequenas particulas de adsorvente passassem para o restante da unidade
experimental. Na corrente de eluente (leite), as amostras foram coletadas em vidro ambar de
200 mL no tempo 0, de 5 em 5 minutos até 15 minutos, 15 em 15 minutos até 1 hora e 30
minutos, 30 em 30 minutos até 3 horas e apds de hora em hora até 6 horas. Em seguida a

proteina foi quantificada pelo método de Kjeldahl.
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4.2.6. PROCESSO FERMENTATIVO

Foi adotada a melhor condicdo de fermentacdo de acordo com o trabalho de pesquisa
desenvolvido no Laboratorio de Pesquisa em Alimentos (Estudo da Obtencdo e Acdo de
Produtos Lacteos Funcionais e Probioticos). A condicdo previamente estabelecida foi: leite
bovino sem ou com remocao parcial de colesterol, 15% de leite em p6 e 10% de graos de kefir
a temperatura de 45°C durante 24 h (GAMA, 2010). A fermentacdo ocorreu de forma estatica
em frascos Erlemeyers de 1000 mL contendo 700 mL do meio (leite bovino e 15% de leite em
pd). O meio foi pasteurizado a 80°C por 10 minutos e resfriado rapidamente em banho de gelo.
A inoculacdo foi realizada adicionando grdos de kefir (10%). Em seguida foram saborizadas

com 15 e 30% de polpa de mangaba ou siriguela.

Posteriormente foi feita o estudo do processo fermentativo utilizando um biorreator de
bancada da TECNAL (TEC-BIO V) de 4,5 L, variando a agitacédo (0, 25 e 50 rpm) e a aeragéo
(0, 0,25 e 50 wvvm). Utilizou-se a condicdo de fermentacdo pré-estabelecida citada
anteriormente. Amostras foram recolhidas, em diferentes tempos (0, 6, 12 e 24 h), para realizar

as analises de acidez, pH, viscosidade e células viaveis.

4.2.7. ANALISE DA CAPACIDADE PROBIOTICA

O leite fermentado foi adicionado em um sistema modelo que representa as condi¢des do
estomago e do duodeno humano apresentado na Figura 4.4. O sistema foi formado por dois
reatores encamisados de 1 L cada com temperatura mantida a 37°C. O reator 01 (reator do
estdmago) continha, antes da adicdo do leite fermentado, 17,5 mL de HCI 150 mM para simular
a fase cefalica de secrecdo 4cida. Inicialmente a vazdo de HCL foi de 3,5 mL/min até o reator
atingir pH 3,0, em seguida a vazdo passou a 0,9 mL/min, para simular a inibicdo gastrica. No
reator 02 (reator do duodeno) o pH foi mantido a 6,5 pela adi¢éo de 0,9 mL/min de NaOH 1 M.
No tempo 0 h, o reator do duodeno continha 7 mL de solugéo biliar Oxgall a 4%, esta solucdo
foi bombeada para o reator nos primeiros 30 min com uma vazao de 0,5 mL/min, em seguida a
solucéo foi reduzida a 2% de Oxgall até o final do experimento. As células sobreviventes foram
determinadas nos dois reatores por meio da contagem em placa nos tempos de 30, 60 e 90 min
(MAINVILLE et al., 2005).
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Monitoramento do pH e da temperatura
durante o experimento
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Figura 4.4 — Unidade experimental do simulador estbmago-duodeno (MAINVILLE et al., 2005

com modificacgdes).

4.3. METODOS ANALITICOS

Os métodos de andlise sdo descritos de forma suscinta nesse item.

43.1. DOSAGEM DO COLESTEROL

Para a dosagem de colesterol das amostras do leite, antes e apds percolacdo pela coluna,
foi necessaria a derivatizacdo destas, da seguinte forma: pesou-se 10 gramas da amostra e
adicionou 10 mL de solucdo contendo KOH e etanol (razdo molar 1:9), deixando-as por mais
10 minutos a 60°C e depois adicionou 10 mL de agua destilada. Apo6s o resfriamento da
amostra, extraiu-se o sobrenadante com 15 mL de n-hexano. Apos da separagdo das fases, a
secagem da amostra foi realizada na presenca de atmosfera inerte. A amostra foi reconstituida
em fase mdvel composta de acetonitrila e isopropanol na razdo molar (9:1).
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A dosagem de colesterol foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
utilizando o cromatdgrafo Pro Star (Varian), com detector UV-visivel (SPD-10 AVvp) e
software (Programa Star Integrator Varian versao 4.5) para a obtencdo dos dados. A coluna
analitica utilizada foi a C18 (150 x 4,6 mm x5 ) (Gemini, Phenomenex), mantida a 40°C em
forno com temperatura controlada. As amostras derivatizadas foram injetadas no cromatégrafo.
A fase-movel utilizada foi composta de 90% de acetonitrila e 10% de isopropanol em fluxo de
1,5 mL/min, sendo o tempo de analise de 20 minutos. Os cromatogramas foram obtidos com o
comprimento de onda de 210 nm. Foi preparada a curva de calibracdo para a dosagem de
colesterol (ANEXO 1).

4.3.2. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS PRODUTOS LACTEOS

As anélises foram realizadas em triplicata e seguiram a metodologia do INSTITUTO
ADOLFO LUTZ (2005).

4.3.2.1. DETERMINACAO DE UMIDADE

Baseou na determinacdo da perda de massa fresca de uma amostra de 2 — 10 g de produto
lacteo, em estufa a 105°C, até peso constante.

4.3.2.2. DETERMINACAO DE CINZAS

Foi feita por meio de calcinacdo de 20 g de amostra em uma mufla a 550°C. O material

foi deixado na mufla até que o residuo apresentasse uma colora¢do branca ou cinza claro.

4.3.23. DETERMINACAO DE PROTEINA

A proteina foi quantificada pelo método de Kjeldahl, o qual esta baseado na determinagéo
do teor de nitrogénio da amostra. Esse método compreende trés etapas: digestdo da amostra,

destilacéo e titulacdo. No primeiro momento, foi feita a digestdo de 0,2 g de amostra, a qual foi
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pesada, digerida com &cido sulfdrico concentrado na presenca de 1,5 g de catalisador
(96%K,SO,4 + 4%CuSO,4. 5H,0). Em seguida, ocorreu a reacdo do bissulfato de amonio
formado com hidréoxido de sddio para a liberacdo de amdnia, dentro de um volume conhecido
de acido borico. O borato de amonio formado foi dosado com uma solugdo padronizada de
acido cloridrico para obtencdo do teor de nitrogénio. A conversdo do teor de nitrogénio em
proteina foi feita através do fator de conversdo 6,38, utilizado para leite e derivados.

4.3.2.4. DETERMINACAO DOS LIPIDIOS

O método utilizado foi o Bligh-Dyer. Pesou-se 4 g de amostra em proveta de 50 mL,
adicionou-se 20 mL de uma solucdo composta de trés solventes na seguinte proporcdo (0,8 de
agua, 1 de cloroférmio e 2 de metanol), agitou-se durante 3 min no vortex. Adicionou-se 10 mL
de cloroférmio e 10 mL de sulfato de sédio a 1,5%, agitou-se durante 2 min e deixou-se
decantar para separacdo de fases. Apds a separacao das duas fases, uma de cloroférmio rica em
lipideos que fica na parte inferior e a outra agquosa que contém 0s outros compostos da amostra.
Apdbs a separacdo das camadas, a porcao lipidica foi coletada em um béquer previamente
pesado. O bequer foi colocado em estufa a 105°C para eliminar o solvente. Apos resfriamento
em dessecador o béquer foi pesado e pela diferenca do peso do béquer foi calculado o
percentual de gordura da amostra (CECCHI, 1999).

4.3.25. DETERMINACAO DO pH
Transferiu-se uma aliquota de 10 g da amostra para um béquer e diluiu-se com 100 mL

de agua destilada. Utilizou-se um pHmetro da Digimed DM-20, previamente calibrado para

medida do pH.
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4.3.2.6. DETERMINACAO DA ACIDEZ EM ACIDO LACTICO

Pesou-se 10 g da amostra em um béquer, adicionou-se 10 mL de agua isenta de gas
carbono e misturou-se com bastdo de vidro. Adicionou-se 5 gotas de fenolftaleina e titulou-se
com hidroxido de sddio 0,1 M, até o aparecimento de uma coloragdo rdsea.

4.3.2.7. DETERMINACAO DE CARBOIDRATO

O carboidrato da amostra foi determinado pelo método da diferenga, no qual o teor foi

obtido pela equacéo 4.1.

Carboidrato =100 — umidade — cinzas — proteinas— lipidios (4.1)

4.3.2.8. DETERMINACAO DE ENERGIA

Foi calculado com base na suposicdo de que o teor de carboidrato, lipidios e proteina
contribuem com 4, 9 e 4 vezes respectivamente, no calculo da energia contida em 100g de

amostra como indicado na equagéo 4.2.

Energia = 4 x carboidratos + 9 x lipidios + 4 x proteinas 4.2)

4.3.29. DETERMINACAO DE ACUCARES REDUTORES

Pesou-se aproximadamente 2 g da amostra em um béquer de 100 mL. Transferiu-se para
um bal&o volumétrico de 100 mL contendo 50 mL de agua. Foi adicionado 2 mL da solucdo de
sulfato de zinco a 30% e 2 mL da solucdo de ferrocianeto de potassio a 15%, completou-se o
baldo com agua. Filtrou-se em papel de filtro para um frasco Erlenmeyer de 300 mL, o filtrado
devera estar limpido. Em um baldo de 300 mL, adicionou-se 10 mL de cada solugdo de

Fehling, 40 mL de agua e aqueceu-se ateé a ebulicdo. Transferiu-se o filtrado para uma bureta e
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adicionou-se gota a gota, sobre a solucéo do baldo em ebuligdo, agitando sempre, até a solugcdo

passar de azul a incolor.

4.3.2.10. DETERMINACAO DE ACUCARES REDUTORES TOTAIS

Pesou-se aproximadamente 5 g da amostra em um béquer de 100 mL. Transferiu-se para
um frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de agua. Acidificou com 2 mL de &cido
cloridrico, aqueceu-se em banho-maria por 15 min e resfriou-se. Neutralizou-se com hidroxido
de sodio a 30%, verificou-se o pH (0-14) utilizando-se fita indicadora. Transferiu-se para um
baldo de 250 mL, adicionou-se 5 mL da solucéo de sulfato de zinco a 30% e 5 mL da solugédo
de ferrocianeto de potassio a 15%, completou-se o baldo com agua. Filtrou-se em papel de
filtro para um frasco Erlenmeyer de 300 mL, o filtrado deverd estar limpido. Em um bal&o de
300 mL, adicionou-se 10 mL de cada solucdo de Fehling, 40 mL de &gua e aqueceu-se até a
ebulicdo. Transferiu-se o filtrado para uma bureta e adicionou-se gota a gota, sobre a solucéo

do baldo em ebulicdo, agitando sempre, até a solucao passar de azul a incolor.

4.3.3. VISCOSIDADE

A viscosidade foi determinada em viscosimetro Visco Star-r, Modelo v10002, com
adaptador para amostras de pequeno volume (200 mL). Utilizou-se spindle nimero R2 e
velocidade angular de 50 rpm permanecendo em torno de 2 minutos sem controle de

temperatura. A temperatura inicial das amostras foi de 10°C.

4.3.4. ANALISE MICROBIOLOGICA

As analises microbiolégicas do leite e dos produtos lacteos fermentados por gréos de
kefir foram realizadas segundo a metodologia do manual de métodos de analise microbioldgica
de alimentos (SILVA et al., 2001).

4.3.4.1. CONTAGEM TOTAL DE COLIFORMES TOTAIS E TERMO TOLERANTE

Uma aliquota de 25 g foi transferida para um frasco de homogeneizagdo previamente
esterilizado, contendo 225 mL de solucdo diluente (solucdo salina peptonada). As aliquotas
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foram homogeneizadas, com finalidade de se obter a diluicdo inicial (10™). A mesma foi
homogeneizada em seguida foi transferido 1 mL para um tubo contendo 9 mL de Solugéo
Salina Peptonada (SSP) 0,1% obtendo-se a diluicdo 10 e 0 mesmo procedimento foi repetido
para as demais diluicdes.

Para determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e termo
tolerante, utilizaram-se diluicées de (10™ a 10) do alimento em estudo. Foram tomados trés
tubos contendo 8 mL de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) contendo um tubo de Durham
invertido, obtendo-se trés séries de cinco tubos. Foram incubados em estufa a temperatura de
35-37°C, por 24-48 h. Os positivos foram semeados em tubos contendo 8 mL de Caldo Verde
Brilhante Bile 2% (VB), com tubo de Durham invertido, incubando-os a 35°C, durante 24-48 h.
A prova foi considerada positiva somente quando se verificou turvacdo do meio e producédo de
gas nos tubos de Durham, dentro de um periodo de incubacdo méaximo de 48 h. A determinacéo
quantitativa foi realizada de acordo com a técnica do NMP, recomendada pela American Public
Health Association.

Para a etapa confirmativa de coliformes fecais tolerantes, uma al¢ada de cada cultura foi
tomada dos tubos positivos de LST e transferida para tubos de Caldo E. coli (EC), contendo
tubos de Durham invertidos, e incubados a 45,5°C, em banho-maria, para determinacdo de
coliformes termo tolerantes. Apds a incubacdo por 24-48 horas foi realizada leitura, e 0s tubos
que apresentavam turvacdo do meio e producdo de gas foram considerados positivos para
bactérias do grupo coliformes termo tolerantes. Para cada diluicdo, o numero de tubos positivos
foi anotado e quantificado por meio da tabela de NMP, determinando, assim, o NMP de

bactérias coliformes termo tolerantes por grama de produto lacteo analisado.
4.3.4.2. DETECCAO DE SALMONELA

Uma aliquota de 25 g de amostra foi transferida para um frasco de homogeneizacéo
previamente esterilizado, contendo 225 mL de caldo Lactosado. As aliquotas foram
homogeneizadas, e incubadas em estufa a 35°C por 18-20 h (pré-enriquecimento).
Posteriormente volumes de 1 mL foram transferidos para tubos contendo 10 mL de caldo

Selenito Cistina e caldo Tetrationato, respectivamente, e incubados a 41 + 1°C (enriquecimento
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seletivo). Apos 24 h foram realizados repiques em placas de Agar Entérico de Hectoen (HE),
Agar Bismuto Sulfito (BS) e Agar Xilose Lisina Desoxiciolato (XLD), e incubados a 36°C por
18-24 h. Coldnias tipicas foram re-isoladas em tubos inclinados de Agar Lisina Ferro (LIA) e
Agar Triplice Acucar Ferro (TSI) que foram incubados a 36°C por 18-24 h. As amostras foram
submetidas aos testes de identificacdo bioquimica (teste de urease; teste de indol; teste de
fermentagdo da lactose e sacarose; teste de vermelho de metila e Voges-Proskauer; teste de

citrato e teste de descarboxilacdo da lisina em caldo).

4.3.4.3. CONTAGEM DE CELULAS VIAVEIS

Uma aliquota de 25 g de amostra foi transferida para um frasco de homogeneizacéo
previamente esterilizado, contendo 225 mL de caldo Lactosado. As aliquotas foram
homogeneizadas, e posteriormente foram realizadas as diluicdes (10" a 10®) em tubos de
ensaios contendo 9 mL de caldo lactosado, em seguida realizou-se o plagueamento de 1 mL de
produto lacteo em placas de petri contendo Agar de Man Rogosa & Sharpe (MRS), as quais

foram incubadas a 30°C por 48 a 72 horas em atmosfera microaerofila.

4.35. ANALISE SENSORIAL

A andlise sensorial foi submetida a0 Comité de Etica em Pesquisa com o numero de
Protocolo 150311. Os leites foram analisados seguindo a metodologia da diferenca do padréo.
Os leites com remocdo parcial de colesterol utilizando PIM ou MP foram comparados com o
padrdo (leite integral tipo C). A equipe da analise sensorial foi composta por 30 provadores ndo
treinados, foram selecionados aleatoriamente e convidados a participar do estudo pessoas da
faixa etaria entre 18 e 60 anos, de ambos 0s sexos, que possuiam habito de consumir produtos
lacteos. Pessoas com aversdo aos produtos foram excluidas. Cada provador atribuiu uma nota
de acordo com a proximidade dos parametros sensoriais em relagdo & amostra padrdo. As
amostras foram servidas em cabines individuais e utilizou a escala de 10 pontos, como mostra a

Figura 4.5 para o teste sensorial da diferenca do padréo.
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Nome: Data: / /

Prove primeiramente a amostra padrdo e posteriormente prove as amostras codificadas da
esquerda para a direita. Em seguida as compare com o padrdo utilizando os valores ao lado.

Amostra
Amostra
Amostra
Amostra : 8-

9- Extremamente diferente do padréo.

0- lgual ao padréo

Figura 4.5 - Ficha de avaliacdo sensorial pelo método da diferenca do padrao.

ApoOs esta etapa foi realizada uma analise sensorial pelo método da aceitacdo, na qual
foram avaliados os pardmetros sensoriais aparéncia, aroma, sabor, textura e impressao global.
A equipe da analise sensorial foi composta por 30 provadores com as caracteristicas descritas
anteriormente, cada provador atribuiu a nota de acordo com as caracteristicas dos parametros
sensoriais analisados. Junto com as amostras foi fornecida agua & temperatura ambiente e um
biscoito tipo &gua e sal a fim de eliminar a interferéncia de sabor residual na avaliacéo entre as
amostras. Os provadores atribuiram uma nota a cada pardmetro analisado de acordo com uma
escala hedonica estruturada de 9 pontos e indicaram a intencdo de compra como mostra a
Figura 4.6.

Com relacéo as bebidas lacteas sem e com adicao de polpa de mangaba e siriguela, foram
analisadas sensorialmente pelo método da aceitacdo, seguindo a mesma metodologia descrita

anteriormente e foi indicada a inten¢do de compra dos provadores.
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Nome: Data: / /

Prove e avalie a amostra conforme a escala a seguir:

ESCALA
Valor Caracteristica NuUmero da amostra:
1 Desgostei muitissimo
2 Desgostei muito Aparéncia:
3 Desgostei moderadamente Aroma:
4 Desgostei ligeiramente Sabor:
5 Nem gostei/Nem desgostei Textura:
6 Gostei ligeiramente Impressao Global:
7 Gostei moderadamente
8 Gostei muito
9 Gostei muitissimo

Em relacdo a intencdo de compra:

() Eu certamente compraria este produto

() Eu provavelmente compraria

() Né&o sei se compraria este produto

() Eu provavelmente ndo compraria este produto
() Eu certamente ndo compraria este produto

Observagéo:

Figura 4.6 - Ficha de avaliacdo sensorial pelo método da aceitacao.

4.3.6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados usando o software Statistic Analysis System (SAS) verséo 7.0
(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). A analise de variancia (ANOVA) foi usada para detectar
a diferenca significativa (p< 0,05) entre as amostras. Foi utilizado o teste de Tukey para
determinar os valores médios significativos.

O desvio padrdo para a determinacdo de carboidratos e valor energético foi obtido pela

técnica da propagacao do erro, segundo a equacéo 4.3.

o2 = z(%} (4.3)

Em que: oy é 0 desvio padrdo da funcéo y, oy € o desvio padrdo da funcdo X;, oy é a

derivada parcial da variavel y e 0x; é a derivada parcial da variavel x;.
44



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e analisados os principais resultados obtidos durante o
desenvolvimento do trabalho. A Tabela 5.1, orienta o leitor sobre a sequéncia de apresentacao e
discussdo dos principais resultados obtidos, assim como o item da metodologia empregada para
coleta dos dados.

Tabela 5.1 — Disposicao geral dos ensaios realizados

Ensaios realizados Resultados | Metodologia
e Discussdo

e Aplicacdo do polimero impresso molecular e da matriz pura em 51 421 422
coluna de adsor¢do no processo em batelada a temperatura ambiente. ' e

e Curva de remocdo de colesterol no processo em batelada a 59 422
temperatura ambiente ' o

e Curva de remocdo de colesterol no processo continuo com 53 423
temperatura controlada ' o

e Curva de remocdo e dessor¢do de colesterol no processo continuo
com temperatura controlada e com ampliagéo da escala da coluna de 5.4 4.2.4
adsorcéo

e Curva de remocdo de proteina do leite em processo continuo com 55 423 433
temperatura controlada utilizando adsorvente PIM ou MP. ' T

e Curva de ruptura para remocdo do colesterol do leite em processo 56 423
continuo ' o

e Caracterizacdo do leite sem e com remog&o parcial do colesterol. 5.7 432

e Anélise sensorial de diferenca de padrdo, aceitacdo e intengdo de 58 435
compra para o leite sem e com remog&o parcial de colesterol. ' o

e Caracterizagdo da bebida lactea utilizando leite, sem e com remocéo 59 432
parcial do colesterol sem adigédo de polpa de fruta. ' o

e Caracterizacdo da bebida lactea utilizando leite, sem e com remocao 510 432
parcial do colesterol com adicdo de polpa de mangaba e siriguela. ' o

e Teor de remocdo do colesterol das bebidas lacteas fermentadas por 511 431
gréos de kefir. ' '

o Viscosidade das bebidas lacteas fermentadas por graos de kefir. 5.12 4.3.3

e Anélise microbioldgica. 5.13 4.3.4

e Avaliacdo do potencial probiotico utilizando um simulador 514 426
estdbmago-duodeno. ' o

e Otimizacdo do processo fermentativo utilizando biorreator de 515 425 434
bancada. ' T

e Analise sensorial de aceitacdo e intencdo de compra para a bebida 516 435
lactea sem adicdo de polpa de fruta. ' e

e Analise sensorial de aceitacdo e intencdo de compra para a bebida
) . 5.17 435
lactea com adicao de polpa de fruta.

¢ Proposta de adequacédo de Layout das instalacGes. 5.18
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5.1. APLICACAO DO POLIMERO IMPRESSO MOLECULAR E DA MATRIZ PURA
EM COLUNA DE ADSORCAO NO PROCESSO EM BATELADA A TEMPERATURA
AMBIENTE

O estudo da remocdo de colesterol foi realizado utilizando coluna de adsorcao recheada
com adsorventes PIM ou MP, com particulas de granulometria de 60 mesh (0,250 mm) em
diferentes alturas de leito (1, 2, 3, 4 e 5 cm). Inicialmente foram realizados estudos com solucéo
sintética de colesterol e em seguida com leite tipo C. As Tabelas 5.2 e 5.3 apresentam os dados
referentes a remocao de colesterol em coluna de leito fixo recheada por PIM utilizando solugéo
sintética e leite, respectivamente. De forma geral, na literatura relata-se que a robustez do
método cromatografico para quantificacdo de diferentes compostos é avaliada a partir da
influéncia de varios parametros analiticos em relacdo a area, tempo de retencdo ou de
residéncia, nimero de pratos teoricos relacionados ao comprimento da coluna, teor do
composto de interesse, entre outros (UBHAYASEKERA et al., 2004; CESAR e PIANETTI,
2009). Portanto, neste estudo de forma similar a quantificagdo de colesterol utilizou-se
parametros analiticos com objetivo de avaliar a extracdo de colesterol de solucdo sintética e de
leite. E observou-se que durante os experimentos preliminares, a vazdo do eluente (solucao
sintética ou leite) diminui e o tempo de residéncia aumentou de acordo com a elevacdo da

altura do leito da coluna de adsorcéo.

Tabela 5.2 - Dados das colunas de adsorcdo utilizando PIM na granulometria de 60 mesh,
utilizando solucdo sintética de colesterol.

Altura do Tempo de Percolacéo Vazao Remocao de Razédo Altura:
Leito (cm) (s) (mL/s) Colesterol (%) diametro

1 29 0,3448 30,38+1,30 1

2 65 0,1538 31,87+1,71 2

3 120 0,0833 49,21+0,95 3

4 140 0,0714 40,57+0,77 4

5 223 0,0448 33,96+0,11 5

*Concentracao inicial da solugdo sintética (1 g/L).
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Tabela 5.3 - Dados das coluna de adsorcao utilizando PIM na granulometria de 60 mesh,
utilizando leite.

Altura do Tempo de Percolacéo Vazéo Remocéo de Razédo Altura:
Leito (cm) (s) (mL/s) Colesterol (%) diametro

1 12 0,8333 60,22+0,11 1

2 73 0,1369 64,50+0,10 2

3 50 0,2000 78,56+0,25 3

4 52 0,1923 67,00+0,15 4

5 294 0,0340 52,24+0,26 5

*Concentracdo inicial do leite (120 mg/L).

O mesmo perfil foi observado quando empregamos o adsorvente MP como recheio do
leito da coluna, como apresenta as Tabelas 5.4 e 5.5 utilizando solucdo sintética e leite

respectivamente.

Tabela 5.4 - Dados das coluna de adsorcao utilizando MP na granulometria de 60 mesh,
utilizando solucéo sintética de colesterol.

Altura do Tempo de Percolacéo Vazéo Remocao de Razdo Altura:
Leito (cm) (s) (mL/s) Colesterol (%) diametro

1 22 0,4545 49,22+1,52 1

2 28 0,3571 56,07+2,10 2

3 90 0,1111 48,17+0,89 3

4 94 0,1064 58,52+2,13 4

5 96 0,1042 37,46+1,05 5

*Concentracao inicial da solugdo sintética (1 g/L).

Tabela 5.5 - Dados das coluna de adsorcdo utilizando MP na granulometria de 60 mesh,
utilizando leite.

Altura do Tempo de Percolagéo Vazéo Remocé&o de Razéo Altura:
Leito (cm) (s) (mLY/s) Colesterol (%) didmetro

1 32 0,3125 59,87+0,17 1

2 46 0,2173 70,29+0,12 2

3 50 0,2000 82,38+0,11 3

4 58 0,1724 61,49+0,15 4

5 64 0,1562 67,99+0,05 5

*Concentracéo inicial do leite (120 mg/L).
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As tabelas 5.6 e 5.7 apresentam os valores referentes a dessorcao do colesterol contido no

adsorvente PIM quando utilizamos como fluido a solugéo sintética e o leite respectivamente.

Tabela 5.6 - Dados das coluna de dessorgéo utilizando PIM na granulometria de 60 mesh,

utilizando solugdo sintética de colesterol.

Altura do Tempo de Percolacao Vazao Remocao de Razdo Altura:
Leito (cm) (s) (mLJ/s) Colesterol (%) diametro

1 21 0,4761 65,25+3,42 1

2 57 0,1754 73,09+6,18 2

3 117 0,0854 89,71+6,40 3

4 132 0,0758 79,09+6,00 4

5 211 0,0474 65,52+2,56 5

*Concentracao inicial da solugdo sintética (1 g/L).

Tabela 5.7 - Dados das coluna de dessorcéo utilizando PIM na granulometria de 60 mesh,

utilizando leite.

Altura do Tempo de Percolagéo Vazéo Remocé&o de Razéo Altura:
Leito (cm) (s) (mL/s) Colesterol (%) diametro

1 10 1,000 37,76+0,10 1

2 21 0,4761 49,94+0,21 2

3 28 0,3571 47,4240,23 3

4 32 0,3125 43,3440,16 4

5 190 0,0917 48,56+0,08 5

*Concentracdo inicial do leite (120 mg/L).

Com relacdo as tabelas 5.8 e 5.9, apresentam os valores referentes a dessorcdo do

colesterol removido pelo adsorvente MP. Quando comparamos os valores encontrados na

desssorcdo, com 0s encontrados na remogdo para 0s parametros (vazao e tempo de retencdo),

observa-se um comportamento similar, quando variamos a altura do leito da coluna de

adsorcéo.
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Tabela 5.8 - Dados das coluna de dessorcéo utilizando MP na granulometria de 60 mesh,
utilizando solugdo sintética de colesterol.

Altura do Tempo de Percolacéo Vazao Remocao de Razdo Altura:
Leito (cm) (s) (mLJ/s) Colesterol (%) diametro

1 18 0,5555 40,23+2,88 1

2 25 0,4000 61,14+0,49 2

3 83 0,1204 67,00+5,05 3

4 89 0,1124 62,46+0,14 4

5 91 0,1098 57,11+1,77 5

*Concentracéo inicial da solugdo sintética (1 g/L).

Tabela 5.9 - Dados das coluna de dessor¢do utilizando MP na granulometria de 60 mesh,
utilizando leite.

Altura do Tempo de Percolacéo Vazéo Remocao de Razdo Altura:
Leito (cm) (s) (mL/s) Colesterol (%) diametro

1 32 0,3125 29,96+0,03 1

2 46 0,2173 54,92+0,15 2

3 46 0,2173 34,20+0,09 3

4 58 0,1724 30,47+0,07 4

5 64 0,1562 29,28+0,04 5

*Concentracdo inicial do leite (120 mg/L).

Observa-se na Figura 5.1 que a melhor remocédo de colesterol, cerca de 49% na solucao
sintética ocorreu utilizando leito com 3 cm de altura, quando substituimos o fluido para o leite,
a maior remocao foi também com altura de 3 cm e cerca de 78%.

Os melhores resultados obtidos na remocdo de leite utilizando a técnica de impressdo
molecular neste trabalho para remocdo de colesterol foram superiores ao descrito por
UBHAYASEKERA et al. (2004) onde estudou-se o uso da cromatografia gasosa e de massas
associados a saponificacdo ou esterificacdo para a determinacdo de colesterol em solucédo
sintética devido a indisponibilidade de métodos padrdes. Dentre os métodos testados verificou-
se que o maior nivel de recuperacdo de colesterol foi de 60% obtidos apds a saponificacdo e

determinacdo em CG.
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De acordo com HAN et al. (2007) conseguiram remover cerca de 90,7% de colesterol na
nata do leite empregando B-ciclodextrina, usando como agente de reticulacdo o acido adipico

no processo em batelada.
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Figura 5.1 - Remocéo do colesterol em coluna de adsorcdo utilizando PIM com granulometria
de 60 mesh em diferentes alturas do leito.

Na Figura 5.2 pode-se observar que a melhor remocéo de colesterol, foi cerca de 58%
na solucdo sintética no leito de 4 cm de altura. Com a substituicdo do fluido para o leite,
observou-se uma diminuicdo da altura do leito da coluna (4 para 3 cm) e uma remogéo de 82%.
Provavelmente, devido ao aumento da quantidade de sélidos suspensos do leite foi observada a
diminuicdo da altura do leito de adsor¢do. De acordo com estudos realizados por FERREIRA et
al. (2007) utilizando a metodologia de complexacéo com adicao de beta-ciclodextrina (B-CD) e
com a formagéo do complexo colesterol-B-CD a remog¢do maxima do colesterol da manteiga foi

de 88%. A dosagem do colesterol foi determinada por méetodo colorimétrico.
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Figura 5.2- Remocdo do colesterol em coluna de adsorgéo utilizando MP com granulometria
de 60 mesh em diferentes alturas do leito.

A Figura 5.3 mostra que a dessorc¢do do colesterol na coluna recheada com particulas de
PIM utilizando a solugdo sintética apresentou uma melhor dessor¢cdo com valores superiores a
89% com altura do leito de 3 c¢cm, no entanto, para a coluna utilizando o leite a melhor

dessorgdo foi de 49% para uma altura do leito de 2 cm e 47% para altura de 3 cm
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Figura 5.3 - Dessorc¢éo do colesterol em coluna de adsorcéo utilizando PIM com granulometria
de 60 mesh em diferentes alturas do leito.
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A Figura 5.4 mostra que para dessor¢do do colesterol na coluna recheada com particulas
de MP utilizando a solucéo sintética apresentou uma melhor remoc¢do com valores superiores a
67% com altura do leito de 3 cm, no entanto, para a coluna utilizando o leite a melhor
dessorcéo foi de 54% para uma altura de 2 cm e 34% para altura de 3 cm. Segundo QUEIROZ
et al. (2001), o mecanismo de separagdo na extracdo em fase solida é baseado em uma
combinacéo de excluséo e particdo. As moléculas, tais como colesterol sdo parcialmente retidas

nos poros e eluem rapidamente quando utilizada a técnica de dessorcéo.
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Figura 5.4 - Dessorc¢éo do colesterol em coluna de adsorcéo utilizando MP com granulometria

de 60 mesh em diferentes alturas do leito.

A eficiéncia do método depende de uma série de fatores os quais serdo observados neste
trabalho tais como fluxo continuo, vaz&o e temperatura.

Os parametros selecionados basearam-se na literatura onde se obteve 76,5 mg de
colesterol por g de adsorvente PIM utilizando da matriz B-ciclodextrina (f-CD) e 251 mg de
colesterol por g de adsorvente MP, no tempo de retencdo de 24 h, na temperatura de 25°C em
regime batelada, utilizando solucgéo sintética de colesterol a partir das isotermas de Langmuir e
Freundlich (SOARES et al., 2007).
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Por fim os parametros de adsorcdo para solucdo sintética de colesterol utilizando os tipos
de adsorventes foram avaliados em trabalhos anteriores deste grupo de pesquisa em reator em
batelada e também estes parametros foram determinados utilizando diferentes adsorventes de

colesterol, conforme mostra a Tabela 5.10.

Tabela 5.10 - Comparacdo da eficiéncia de remocdo de colesterol utilizando diferentes
adsorventes.

Adsorvente Tempo Temperatura (°C) Remocao de Colesterol
(h) (mg/g de sélido)
Alumina/CO,* 4 40 2,4
Terpolimeros* 24 37 17
Quitosana/B-D* 0,5 25 330
MP** 24 25 251
PIM/ B-CD** 24 25 76,5

Fonte: *CHIU et al., 2006 e **SOARES et al., 2007.

Com relagdo aos dados obtidos neste estudo foram de 227 mg de colesterol por g de
adsorvente PIM utilizando a molécula molde de colesterol e 238 mg de colesterol por g de
adsorvente MP, no tempo de 1 h, na temperatura de 25°C em batelada, utilizando como fluido o
leite. Com relagdo a dessorcdo o PIM apresentou maior eficiéncia quando comparado com a
MP, para altura de 3 cm de leito.

Com base nesta avaliacdo prévia foram determinadas as condi¢des de aplicacdo do leito
fixo para remocdo ou dessor¢do do colesterol em fluxo continuo. Assim, foi considerado que a
melhor condigédo para a remocao e dessorcao de colesterol do leite foi de 3 cm de altura.

A aplicacdo de polimeros impressos molecularmente em colunas de HPLC é relatada na
literatura, contudo ndo foi verificada a avaliacdo da altura destas colunas de adsor¢do com a
finalidade de aplicagcdo em processo industrial nos trabalhos disponiveis na literatura.
Entretanto, estudos para diferentes aplicacdes estabelecem os parametros de adsorcdo de
Langmuir e Freundlich para a solucdo sintética de colesterol (SOARES et al., 2007),
fluoroquinolonas (ZHENG et al., 2010), uridina (LIU et al., 2012), entre outros.
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5.2. CURVA DE REMOCAO DE COLESTEROL NO PROCESSO EM BATELADA A
TEMPERATURA AMBIENTE

As curvas de remocgédo de colesterol foram obtidas para avaliar a remocéo parcial de
colesterol do leite no processo em batelada na melhor condicdo utilizando a coluna de recheio

com altura do leito de 3 cm e as demais condicgdes das etapas descritas no item 4.2.2.

As Figuras 5.5 e 5.6 representam a curva de remocdo de colesterol do leite utilizando
coluna de vidro cromatografica nas condicdes citadas anteriormente. Observou-se que tanto
para a matriz pura (MP) como para o polimero com impressdao molecular (PIM), as curvas
apresentaram uma similaridade no comportamento da remocdo de colesterol. Ocorrendo um
aumento da remocdo até um volume de 140 mL, e ap6s esse volume até 200 mL apresentou
uma diminuicdo, entretanto, quando adicionamos mais volume, observou-se que a remocao
comecou a aumentar. Este fato possivelmente deve-se ao aumento da quantidade de solidos
suspensos do leite que forma uma pelicula sobre a silica, dificultando assim a remocdo, e

quando essa pelicula se desprende comega a aumentar a remogao.
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Figura 5.5 - Curva de remogdo de colesterol do leite no leito de 3 cm de altura utilizando
Matriz Pura (MP).
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Figura 5.6 - Curva de remocédo de colesterol do leite no leito de 3 cm de altura utilizando

Polimero com Impressdo Molecular (P1M).

Segundo a literatura, além da proteina 0 monémero de colesterol no polimero impresso
molecularmente pode interagir com a molécula de colesterol de uma forma semelhante
promovendo a saturacdo do polimero para a adsorcao seletiva da ligacdo de colesterol para a
solugéo sintética (SELLERGREN et al., 1998 ¢ WYBRANSKA et al., 2008). Portanto, para
uma melhor avaliacdo a curva de remocdo de colesterol também foi estudada quanto a variacéo

da vazdo do leite a temperatura controlada.

5.3. CURVA DE REMOCAO DE COLESTEROL NO PROCESSO DE FLUXO
CONTINUO COM TEMPERATURA CONTROLADA

Na literatura ndo foram encontrados estudos relatando a remocéo de colesterol do leite

em coluna de adsor¢do. Portanto, nesta etapa serdo apresentados os resultados e sua conclusdo

sem a comparagdo com estudos anteriores.
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A temperatura controlada na faixa de 40 a 45°C foi determinada em estudos anteriores
para a remocdo de colesterol da nata de leite usando B-ciclodextrina (HAN et al., 2007), e neste
estudo foi estabelecido a temperatura de 42°C (valor utilizado nos laticinios).

As Figuras 5.7, 5.8 e 5.9 apresentam as curvas de remocdo de colesterol do leite
utilizando como adsorvente matriz pura (MP) com granulometria de 60 mesh (0,250 mm) em
leitos com altura de 1, 2 ou 3 cm, e vazdes de 3, 6 ou 9 mL/min, em 6 h de teste. As demais

etapas foram apresentadas no item 4.2.4.

Observa-se na Figura 5.7 que houve uma maior remocdo nas trés vazdes no tempo de
0,25 h de percolacéo do leite na coluna. Nas vazdes 3 ou 6 mL/min ocorreu um perfil constante
na remocéo de colesterol com média de 36% de remocdo, enquanto que na vazao de 9 mL/min
houve uma remocao inferior a 30% a partir do tempo de 0,5 h. Entretanto, a partir de 4 h existiu

queda da remocdo nas vazOes de 3 e 6 mL/min e em seguida houve uma constante na remocéo.
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Figura 5.7 - Curva de remocéo de colesterol do leite no leito recheado de adsorvente MP na

altura de 1 cm em diferentes vazoes.
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A Figura 5.8 apresenta um pico na remocao de colesterol do leite em 0,25 h nas vazdes 3
e 9 mL/min, a partir do tempo de 1,5 h a remog&o manteve-se constante para essas vazoes, em
torno de 35%, ocorrendo uma reducdo ap6s 5 h de processo. No entanto, na vazdo de 6 mL/min
0 maior pico de remocao ocorreu entre 0,5 e 1 h com meédia de 40%, a partir deste ponto a
remocao diminuiu e ficou com uma média inferior a 30% mantendo-se constante até 6 h.

Com relacdo a Figura 5.9 a vazdo que apresentou a maior remocdo foi 3 mL/min acima
de 60% durante o tempo de 3 h de percolacdo, a partir desse tempo ocorre um declinio na
remoc¢do, permanecendo uma média de 52%. Enquanto que nas vaz@es de 6 e 9 mL/min a
maior remogdo ocorreu para 0,25 h com 64% em 0,5 h, ap6s esse tempo ocorreu uma oscilagdo

decrescente até o tempo de 6 h.
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Figura 5.8 - Curva de remogéo de colesterol do leite no leito recheado de adsorvente MP na

altura de 2 cm em diferentes vazoes.
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Figura 5.9 - Curva de remocdo de colesterol do leite no leito recheado de adsorvente MP na

altura de 3 cm em diferentes vazoes.

As curvas de remogdo de colesterol utilizando o polimero com impressdo molecular
(PIM) como adsorvente nas mesmas condi¢Ges acima citadas estdo representadas por meio das
Figuras 5.10, 5.11 e 5.12.

Pode-se observar na Figura 5.10 que ocorreu um pico no tempo de 0,25 h para as trés
vazbes. Ap6s o tempo de 1 h apresentou uma remogdo constante com média de 44% para o
tempo de 1 a 6 h no processo de remocéo para as vaz@es de 3 e 9 mL/min. Porém nota-se que
na vazdo de 6 mL/min houve um declinio na remocdo entre 1 e 3 h. A partir desse ponto
ocorreu um aumento na remocao, apresentando uma similaridade com as demais vazdes até o
termino de 6 h.

A Figura 5.11 mostra que nas vazdes de 3, 6 e 9 mL/min a maior remogéo foi de 69, 60 e
58% respectivamente em 0,25 h de percolacdo do leite pela coluna, apds esse tempo ocorreu
um decréscimo nas trés vazdes durante o processo com o tempo de 6 h. No entanto, a vazdo de

3 mL/min apresentou uma maior remocao depois de 3 h em relacdo as outra vazoes.
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Figura 5.10 - Curva de remocao de colesterol do leite no leito recheado de adsorvente PIM na

altura de 1 cm em diferentes vazoes.
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Figura 5.11 - Curva de remocéo de colesterol do leite no leito recheado de adsorvente PIM na

altura de 2 cm em diferentes vazoes.
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A Figura 5.12 mostra as curvas de remogao de colesterol no leito de 3 cm de altura onde
as vazoes apresentaram a maior remocao no tempo de 0,25 h com 69% e posteriormente um
decréscimo até 6 h. Observa-se que a vazdo de 3 mL/min apresentou uma remocao superior as
demais durante todo o tempo de percolacdo do leite que foi de 6 h, obteve uma variacdo na

remocao de colesterol em torno de 69 a 52%, durante o processo.
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Figura 5.12 - Curva de remogé&o de colesterol do leite no leito recheado de adsorvente PIM na

altura de 3 cm em diferentes vazoes.

Como foi apresentado anteriormente e pode-se verificar nas curvas de remocgdo de
colesterol das Figuras 5.7 a 5.12, a variacdo na remocdo do colesterol do leite durante o
processo, possivelmente deve-se a formagdo de uma pelicula composta de sélidos soltveis
sobre a silica, dificultando a remogéo devido a pelicula de proteina ou mesmo a interacdo da
molécula de colesterol de uma forma semelhante promovendo a saturagdo do polimero para a
adsorcéo seletiva da ligacdo de colesterol para a solucdo sintética (SELLERGREN et al., 1998
e WYBRANSKA et al., 2008).
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Portanto, por meio dos resultados obtidos, a melhor condicéo de remocéo do colesterol do
leite foi de 3 cm de altura de leito e vazéo de 3 mL/min para o adsorvente PIM ou MP.

Para efeito comparativo deste estudo, podemos citar que a literatura relata a extracéo de
olaguindox do frango por extracdo utilizando os polimeros molecularmente impressos como
materiais de fase solida. Os polimeros foram preparados usando olaquindox como o modelo do
acido metacrilico utilizado como o monémero funcional, e dimetacrilato de etileno glicol como
0 agente de ligacdo cruzada. O material impresso foi caracterizado por experiéncias estaticas e
cinéticas de adsorcdo. Na curva de remocao utilizando a adsorcdo estatica foi verificado que a
capacidade de adsorcdo foi de 62,7% ap6s 30 min, 86,2% em 60 min e atingiu o equilibrio em
120 min. De acordo com os autores as rapidas cinéticas de adsor¢do do adsorvente impresso é
uma vantagem Obvia para a sua aplicacdo na extracdo em fase solida de dispersdo (ZHANG et
al., 2012).

5.4. CURVA DE REMOCAO E DESSORCAO DE COLESTEROL NO PROCESSO
DE FLUXO CONTINUO COM TEMPERATURA CONTROLADA, E COM
AMPLIACAO DA ESCALA DA COLUNA DE ADSORCAO

A Figura 5.13 apresenta as curvas de remocao de colesterol do leite utilizando como leito
0 polimero impresso molecularmente (PIM) e matriz pura (MP) com granulometria de 60 mesh
(0,250 mm), ampliando a escala da coluna de vidro encamisada para 7,5 cm de altura do leito e
da vazdo para 7,5 mL/min. As demais condi¢des foram apresentadas no item 4.2.5. Observa-se
que a maior remoc¢do de colesterol ocorreu utilizando o PIM como adsorvente no recheio da
coluna, atingindo 51% em 6 h. Enquanto na presenca do adsorvente MP, conseguimos uma

remog&o de 32% no final do mesmo periodo.
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Figura 5.13 - Curva de remogé&o de colesterol do leite no leito com altura de 7,5 cm, utilizando
adsorvente PIM ou MP.

A Figura 5.14 mostra as curvas de dessorcao de colesterol no leito em coluna com 7,5 cm
de altura e com vazdo de 7,5 mL/min. Observa-se que na curva representada pelo polimero
impresso molecularmente (PIM) o tempo méximo para que ocorra a dessorcao do colesterol foi
cerca de 3 h (a quantidade minima de 1350 mL de solugdo de dessorcdo para a eluicdo total de
colesterol), com relacédo a curva da matriz pura (MP) esse tempo foi de aproximadamente 5 h (a
guantidade minima de 2250 mL de solucédo de dessorcdo para a eluicdo total de colesterol).

Desta forma, por meio dos resultados obtidos, conclui-se que o polimero impresso
molecular (PIM) foi o que apresentou uma maior remocdao de colesterol do leite e proporcionou

um dessorc¢éo do colesterol do leito em menor tempo.
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Figura 5.14 - Curva de dessor¢do de colesterol no leito com altura de 7,5 cm, utilizando
adsorvente PIM ou MP.

A fim de testar o efeito da quantidade de eluente em outra molécula alvo e outra técnica
de elaboracdo dos polimeros impressos molecularmente, estudo recente relatado na literatura
realizou uma série experiéncia que delinearam a quantidade de metanol para a eluicdo total de
olaquindox (ZHANG et al., 2012). Similar ao realizado neste estudo para a molecula de

colesterol com etanol aquecido a 50°C.

5.5. CURVA DE REMOGCAO DA PROTEINA DO LEITE EM PROCESSO DE FLUXO
CONTINUO COM TEMPERATURA CONTROLADA UTILIZANDO ADSORVENTE
PIM OU MP

A Figura 5.15 apresenta as curvas de proteina do leite apds a remogdo parcial do
colesterol, utilizando a melhor condigéo citada anteriormente no item 5.3, empregando como
adsorvente o polimero impresso molecularmente (PIM) ou a matriz pura (MP). Observa-se que
o0 leite antes de percolar a coluna recheada de adsorvente apresenta cerca de 3,8% de proteina,

durante o processo esse teor de proteina tende a diminuir. Segundo a literatura, o leite de vaca,
63



é composto de agua com cerca de 87,3%, e 12,7% so6lidos totais assim distribuidos: 3,3 a 4,10%
de proteinas totais, 3,4 a 3,8% de gordura; 4,9% de lactose, além de 0,7% minerais e vitaminas
(SGARBIERI, 2005; LEONARDI et al., 2011).

Neste estudo nas primeiras 2 h do estudo da adsorcdo da proteina nos adsorventes
avaliados apresentaram uma faixa de variacdo de 2,07 a 3,40% de proteina, apos esse periodo
verificou-se a manutencdo de cerca de 50% do percentual da proteina inicial até o final do
processo.

Esse comportamento confirma que os adsorventes utilizados ndo removem apenas 0
colesterol mais efetivamente, mas em menores proporgdes 0s outros constituintes do leite como
proteina, lipideos e minerais. Porém, o adsorvente PIM removeu mais proteina quando
comparado com MP.

Deve-se ressaltar que a massa molar do colesterol é de aproximadamente 386,65 g/mol e
da principal proteina do leite é de 23,5 a 24 g/mol (SGARBIERI, 2005; SMIDDY et al., 2012).

Portanto, se 0 mecanismo de separacdo é baseado em uma combinagdo de exclusdo e
particdo, as moléculas grandes tais como proteinas no caso PIM, possivelmente conseguiram
penetrar parcialmente nos poros do adsorvente induzidos para a molécula de colesterol as quais
possuem massa molecular maior. Contudo, mais de 50% das proteinas foram eluidas
rapidamente durante a continuidade do processo de remogéo de colesterol do leite (Figura 5.15)
e este fendbmeno deve-se provavelmente ao tipo de aprisionamento destas proteinas. J& para o
colesterol cujo aprisionamento foi mais efetivo, cerca de 50 a 70% das moléculas de colesterol
entram nos poros e foram retidas (Figura 5.13), e somente ap06s posterior eluicdo na etapa de

dessorgdo que o colesterol foi recuperado (Figura 5.14).
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Figura 5.15 - Curva de remocdo da proteina do leite no leito com 3 cm de altura e vazao de 3

mL/min, utilizando adsorvente PIM ou MP.

5.6. CURVA DE RUPTURA PARA REMOCAO DO COLESTEROL DO LEITE EM
PROCESSO DE FLUXO CONTINUO

As curvas de ruptura para remocdo de colesterol do leite em colunas de leito fixo
recheadas pelos adsorventes denominados de polimeros puros (MP) e polimeros com impressao
molecular (P1M) séo apresentadas na Figura 5.16.

Como pode ser observado na Figura 5.16, as curvas de ruptura tanto para PIM como para
MP, tiveram uma caracteristica atipica da descrita na literatura (MCCABE et al., 2001). A
relacdo C/Co comecou em 0,4, e passou da unidade, além de apresentar uma cauda longa. Este

comportamento pode estar relacionado a varios fatores:
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Figura 5.16 - Curvas de ruptura para remocao do colesterol do leite em colunas de leito fixo

recheados de matriz pura e matriz impressa molecularmente.

O leite € uma mistura multicomponente, e segundo SUBRA et al. (1998), para misturas
liguidas multicomponentes, a relacdo C/Cy pode extrapolar o limite da unidade, pois
considera-se as diferentes afinidades de adsorcdo dos vérios solutos. De acordo com
ARROYO et al. (2000), curvas deste tipo refletem o fenbmeno da troca sequencial, na
gual um soluto, mais seletivo, consegue remover do sitio um outro soluto anteriormente
trocado, que é liberado ao meio liquido. Observa-se que esta relagdo é maior para a
coluna MP, devido ao fato dela adsorver, além do colesterol, outros componentes do leite,
como por exemplo, proteinas e substancias aromaticas.

Quanto a relacdo C/C, comecar somente em 0,4, pode estar ocorrendo bypass na coluna,
devido a um empacotamento inadequado da mesma, ou formacgdo de bolhas, pois na
forma de operagéo atual, os poros da matriz estédo preenchidos com ar, antes da circulagéo
do leite pela coluna de leito fixo.

A caracteristica de cauda alongada da curva de ruptura pode estar relacionada com um

processo de resisténcia a transferéncia de massa muito acentuada.
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o Como estamos trabalhando com uma substancia natural, o leite, temos uma mistura
multicomponente, e isto pode dificultar a remocao do colesterol, devido a seletividade do
solido para cada um dos componentes.

o E também deve se salientar que na literatura alguns autores relatam que as rapidas
cinéticas de adsorcdo do adsorvente impresso é uma vantagem Obvia para a sua aplicacdo
na extracdo em fase sélida de dispersdo como, por exemplo, na preparagéo e aplicacdo da
técnica de impressdo molecular em colunas de HPLC para a determinacdo do olaquindox
em frangos (ZHANG et al., 2012).

5.7. CARACTERIZACAO DO LEITE SEM E COM REMOCAO PARCIAL DO
COLESTEROL

A Tabela 5.11 mostra a composi¢do fisico-quimica obtida para o leite sem e com
remocao parcial de colesterol, nas seguintes condic¢des: 3 cm de altura do leito, 3 mL/min de
vazdo do eluente a temperatura de 42°C. Observa-se que apenas o pH e a acidez sdo
estatisticamente iguais para os trés tipos de leite. No entanto 0s outros constituintes
apresentaram diferenca significativa entre o leite integral e os leites com remocgéo parcial de
colesterol utilizando PIM e MP. Os constituintes que apresentaram maior redugdo foram
proteina e lipidios no leite com remocéo parcial de colesterol, quando comparado com o leite
integral. Os valores observados para o leite “integral” foram de 3,44% de proteinas e 1,88% de
lipidios. Apds a percolagdo na coluna com recheio de polimero impresso molecularmente a
composicdo do leite foi de 2,08% de proteina e 1,40% de lipidios (Tabela 5.11). Os valores
para o leite percolado na coluna recheada com matriz pura também apresentaram reducéo
destes constituintes, 2,22% de proteina e 1,43% de lipidios. Esses valores sdo inferiores aos
encontrados na literatura que foram de 4,10% de proteina e 3,40% de lipidios (LEONARDI et
al., 2011). As demais composic¢des tiveram uma menor diminui¢do. De acordo com FRANCO
(1992) o valor energético para o leite é de 63 kcal/100 g, acima do encontrado neste trabalho
que foram entre 33 a 46,20 kcal/100 g. No contedo mineral a porcentagem de cinzas do leite
sem e com remocao foram menores quando comparado ao leite integral encontrado na literatura

que foi de 0,80% (CUNHA et al., 2008). O leite apresentou uma maior acidez quando
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comparado ao leite integral utilizado por CUNHA et al. (2008) que foi de 0,17 (g de &cido
l&ctico/100g). Essas diferencas dos resultados encontrados possivelmente devem-se ao fato de
que os componentes do leite variam de acordo com a raca, idade, periodo de lactacdo e
alimentacédo dos animais (TORRES et al., 2000).

Tabela 5.11 - Composicéo fisico-quimica do leite sem e com remocéo parcial de colesterol.

Comremocdo  Com remocéo

Constituintes Sem remocgao
PIM MP

Umidade (%) 90,21+0,22* 93,16+0,49" 92,52+0,94"
Cinzas (%) 0,59+0,08" 0,34+0,02"" 0,49+0,02%
Proteina (%) 3,44+0,44" 2,08+0,11” 2,22+0,15"
Lipidios (%) 1,88+0,06™ 1,40+0,12" 1,43+0,03"
Carboidrato (%) 3,88+1,42" 3,02+0,52”" 3,34+0,95”
Energia (kcal/100g) 46,2042, 74* 33,00+1,12" 35,11+1,92"
pH 6,08+0,03" 6,02+0,25" 6,03+0,16*
Acidez T.T. (g de &cido lactico/100g) 0,21+0,01* 0,22+0,01* 0,22+0,01*
Aclicares Redutores (%) 1,59+0,03" 1,28+0,03"" 1,38+0,03"
Acucares Totais (%) 2,49+0,02* 1,98+0,09" 2,33+0,12%

*Médias acompanhadas de letras iguais na mesma linha, ndo diferem entre si significativamente quanto a

composicao fisico-quimica dos leites (a<0,05).

5.8. ANALISE SENSORIAL DE DIFERENCA DE PADRAO, ACEITACAO E
INTENCAO DE COMPRA PARA O LEITE SEM E COM REMOCAO PARCIAL DE
COLESTEROL

A Tabela 5.12 apresenta os resultados da analise sensorial de diferenca do padrdo para o
leite, pode-se observar que os leites sem e com remocdo parcial de colesterol sao
estatisticamente diferentes entre si, no entanto, o leite com remog¢éo PIM foi 0 que apresentou a
maior diferencia indicada pelos provadores em relagéo ao leite padrdo. Possivelmente devido a
manutencdo parcial das caracteristicas sensoriais do leite padrdo integral. Entretanto apesar de

diferentes néo significa que sdo ruins.
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Tabela 5.12 - Dados sensoriais da diferenca do padrdo para o leite integral e com remogéo
parcial de colesterol.

Leite Nota sensorial
Padréo integral 2,03+1,58"
Com remogéo (MP) 3,87+2,10"
Com remocéo (PIM) 5,60+2,21°

*Médias acompanhadas de letras iguais na mesma coluna, ndo diferem entre si significativamente quanto a
diferenca de padrdo dos leites (0<0,05).

A Tabela 5.13 mostra que em relacdo a analise de aceitacdo para os trés tipos de leites,
eles sdo estatisticamente iguais entre si, e as notas dos leites com remogdo PIM € maior em
relacdo aos outros comparados. Com relagdo aos parametros sensoriais 0 PIM apresentou maior

média no aspecto aparéncia e impressao global.

Tabela 5.13 - Notas sensoriais de aceitacdo para os leites padréo integral e com remocéo
parcial de colesterol.

Leite com remocdo  Leite com remocéao

Parametros Leite padrdo integral
(MP) (PIM)
Aparéncia 6,93+1,70% 6,50+1,92" 7,00+1,59%
Aroma 7,07+1,59° 6,40+1,90° 6,50+1,55%
Sabor 7,07+1,65° 6,40+2,01° 6,90+1,42%
Textura 7,07+2,03" 6,70+2,01* 7,07+1,81%
Impressdo Global 7,07+1,61% 6,63+1,56% 7,10+1,26%

*Médias acompanhadas de letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si significativamente quanto a

aceitacdo dos leites (0<0,05).

De acordo com a Figura 5.17, o leite com remogéo PIM foi 0 que mais se aproximou do
leite integral, apresentando 57% dos provadores com intencdo de comprar o produto. A
comparacdo sensorial entre leites integral e desnatado evidenciam uma maior aceitabilidade

para leites com teores de lipidios naturais (ERTEKIM e GUZEL-SEYDIM, 2010).
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Figura 5.17 - Percentual de intencdo de compra para o leite padréo integral e os leites com
remocao parcial de colesterol. A — eu certamente compraria; B — provavelmente compraria; C —

ndo sei se compraria; D — provavelmente ndo compraria e E — certamente ndo compraria.

Estudos recentes realizados com leite de cabra por ROSA et al. (2010), verificaram que
94% dos provadores comprariam leite de vaca quando comparados ao leite de cabra. A rejeicédo
a compra do leite de cabra foi devido ao intenso sabor do leite de cabra aos quais os provadores
ndo estdo habituados.

Com base nestes dados, podemos afirmar que parte do grupo dos provadores podera ser

consumidores do leite com baixo teor de colesterol e possivelmente dos derivados destes leites.

5.9. CARACTERIZACAO DA BEBIDA LACTEA UTILIZANDO LEITE, SEM E
COM REMOGCAO PARCIAL DO COLESTEROL SEM ADICAO DE POLPA DE
FRUTA

A Tabela 5.14 apresenta a caracterizacdo fisico-quimica do produto final (bebida lactea
kefir) desenvolvidas com leite sem e com remogédo parcial de colesterol utilizando como
adsorvente PIM ou MP. Observa-se que somente o pH € estatisticamente igual para as trés

bebidas lacteas em estudo. Observa-se que os valores de pH encontrados nesse trabalho foram
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superiores ao descrito na literatura que foi entre 5,14 e 4,61 (ALMEIDA et al.2011). Pode-se
observar que em todas as formulagdes o teor mineral foi maior ao encontrado na literatura que
variou entre 0,60 e 0,65 (CUNHA et. al. 2008).

Segundo TORRES et al. (2000), o teor de umidade foi de 85,87% para o iogurte
tradicional utilizando leite UHT, quando utilizamos leite integral sem e com remocéo parcial de
colesterol, podemos observar que os valores obtidos neste estudo foram 79,81 a
81,98%,inferiores ao da literatura. Com relacdo a acidez, os valores encontrados neste trabalho
foram: 0,38 (g de &cido lactico/100g) para o leite fermentado sem remocdo, 0,58 (g de acido
lactico/100 g) para o leite fermentado com remoc¢édo PIM e 0,53 (g de &cido lactico/100 g) para
0 leite fermentado com remocdo MP. Valores que ndo atendem aos estabelecidos pela
legislagdo brasileira em vigor, que é de 0,60 a 2,0(g de &cido lactico/100 g) (BRASIL, 2000), as
bebidas lacteas utilizando leite com remocéo PIM e remocdo MP foram as que apresentaram
valores proximos a legislacdo. Com relacdo a proteina os teores determinados ficaram entre
4,04 a 1,98%, que sdo superiores ao estabelecido pela legislacdo brasileira em vigor, que é de
no minimo 1,2% (BRASIL, 1997).

Os teores de lipidios encontrados neste estudo foram de 5,88, 3,40 e 4,03% para as
bebidas lacteas sem remocdo, com remocao PIM e com remocdo MP respectivamente, sendo
consideradas como bebidas lacteas integrais, quando comparadas com a legislacdo brasileira,
que apresentam a seguinte classificacdo quanto ao teor de lipidio: a) com creme: minimo de
6,0%; b) integral: minimo de 3,0%; c) parcialmente desnatado: maximo de 2,9%; e d)
desnatado: maximo de 0,5% (BRASIL, 2000). Com base na Tabela 5.14, os valores
encontrados para carboidratos e energia foram de 9,38% e 106,60 kcal/100 g para a bebida
lactea sem remocdo, 12,05% e 94,92 kcal/100 g para a bebida lactea com remocdo PIM,
12,46% e 94,19 kcal/100 g para a bebida lactea com remocao MP, respectivamente, superiores
ao descrito na literatura, que foram de 4,0% e 41kcal/100g para iogurte com inulina
(BORTOLOZO, 2007). Os valores de acUcares redutores e totais obtidos para as formulacdes
foram de 2,29% e 4,9% para a bebida lactea sem remocéo, 1,58% e 2,98% para a bebida lactea
com remogdo PIM, 1,62% e 3,26% para a bebida lactea com remocgdo MP, respectivamente.
Valores inferiores aos encontrados por SANTOS et. al. (2008) que obtiveram valores de 7,74%
e 8,64%.
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Tabela 5.14 - Composicao fisico-quimica das bebidas lacteas sem e com remoc¢éo parcial de

colesterol.

o Com remocéo Com remocéo

Constituintes Sem remogao
PIM MP

Umidade (%) 79,81+0,55" 81,98+0,49" 80,82+0,94"
Cinzas (%) 0,89+0,08" 0,59+0,02" 0,67+0,02"
Proteina (%) 4,04+0,44" 1,98+0,11*" 2,02+0,15"
Lipidios (%) 5,88+0,06" 3,40+0,12" 4,03+0,03%
Carboidrato (%) 9,38+1,42% 12,05+0,52" 12,46+0,95"
Energia (kcal/100g) 106,60+2,74* 94,92+1,12" 94,19+1,92"
pH 5,83+0,03" 5,32+0,25" 5,45+0,16"
Acidez T.T. (g de 4cido l4ctico/100g) 0,38+0,01* 0,58+0,02°" 0,53+0,01”"
Aclcares Redutores (%) 2,29+0,03" 1,58+0,03" 1,62+0,03"
Aclcares Totais (%) 4,09+0,02* 2,98+0,09”" 3,26+0,12""

*Médias acompanhadas de letras iguais na mesma linha, ndo diferem entre si significativamente quanto a

composicao fisico-quimica das bebidas lacteas (0<0,05).

5.10. CARACTERIZACAO DA BEBIDA LACTEA UTILIZANDO LEITE, SEM E
COM REMOCAO PARCIAL DO COLESTEROL COM ADICAO DE POLPA DE
MANGABA E SIRIGUELA

A Tabela 5.15 apresenta a caracterizacdo fisico-quimica do produto final (bebida lactea
kefir) na proporcdo de 15 e 30% de polpa de mangaba onde: Al € a bebida lactea utilizando
leite sem remocdo e com adicdo de 15% de polpa; Bl é a bebida lactea sem remocdo de
colesterol com adicdo de 30% de polpa; C1 é a bebida lactea com remocéo de colesterol PIM e
com 15% de polpa; D1 é a bebida lactea com remocéo de colesterol com PIM e 30% de polpa;
E1 ¢é a bebida com remocédo MP com 15% de polpa e F1 é a bebida com remogdo MP com 30%
de polpa. A Tabela 5.16 apresenta a caracterizacédo fisico-quimica do produto final com adicéo
de polpa de siriguela na proporgéo de 15 e 30% onde: A2 é a bebida lactea utilizando leite sem
remocdo e com adicdo de 15% de polpa; B2 € a bebida lactea sem remocéo de colesterol com
adicdo de 30% de polpa; C2 é a bebida lactea com remocdo de colesterol PIM e com 15% de
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polpa; D2 é a bebida lactea com remocdo de colesterol com PIM e 30% de polpa; E2 é a bebida
com remog¢do MP com 15% de polpa e F2 é a bebida com remo¢do MP com 30% de polpa.
Pode-se observar que pequenas diferencas quando comparamos os valores dos constituintes das
Tabelas 5.15 e 5.16. Possivelmente essa diferenca é devido a composicao nutricional dos frutos
(mangaba e siriguela), entretanto, a variacdo nos teores dos constituintes quando aumenta a
concentracéo de polpa sdo semelhantes para mangaba e siriguela.

Com o aumento da concentracdo de 15 para 30% de polpa de mangaba ou siriguela os
valores de pH apresentaram uma pequena diminuicdo e um leve aumento na acidez. Esse valor
possivelmente tenha sido potencializado pela adicdo da polpa de mangaba ou siriguela.
RIBEIRO (2008) elaborou e avaliou iogurte diet sabor morango e encontrou em 4,5 h de
fermentacdo 0,75 (g de acido lacteo/100g), no entanto, SILVA et al. (2010) encontraram valor
0,33 (g de acido lactico/100 g) e CALDEIRA et al. (2010) encontraram valores variando de
0,22 a 0,35 (g de &cido lactico/100g), esses valores foram inferiores aos obtidos nesse trabalho,
que variou de 0,45 a 0,68 e 0,61 a 0,70 (g de &cido lactico/100 g) para mangaba e siriguela,
respectivamente, exceto os valores encontrados para as amostras Al e B1, os demais valores
encontrados, atendem aos estabelecidos pela legislacdo brasileira, que é de 0,60 a 2,0(g de
acido lactico/100g) (BRASIL, 2000). Para MARTIN (2002), o aumento da acidez, isto é a
diminuicdo do pH, é diretamente proporcional a temperatura e ao tempo de armazenamento
para o iogurte. O problema do baixo valor do pH em bebida lactea pode ser minimizados com o
maior rigor no cumprimento da data de validade destes produtos. Isto obrigaria a sua retirada de
mercado, uma vez que esta variacdo de acidez pode em muitos casos, ser seguida de outras
modificacfes sensoriais indesejaveis, e favorecer o crescimento de outros microorganismos
mais tolerantes a acidez e muitas vezes com funcdes indesejadas. Os valores de pH obtidos
neste estudo variaram de 5,23 a 5,69 e 5,27 a 5,56 para as bebidas com adi¢do de polpa de
mangaba e siriguela respectivamente. Foram superiores ao descrito na literatura por CUNHA et
al., (2008) para bebida lacteas com 100% de leite e para bebida lactea com 70% de leite e 30%
de soro de queijo, os valores foram 4,60 e 4,53 respectivamente.

O leite de algumas espécies animais, particulamente a bovina, contém 80% de suas
proteinas como caseinas e o restante (20%) sdo representadas pelas proteinas de soro. A atragao

da caseina-caseina aumenta com a diminuic¢éo do pH do leite de 6,0 para 5,0 (Tabela 5.11, 5.14
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e 5.15) durante a fermentacdo da bebida lactea, o que resulta na geleificacdo quando as caseinas
se aproximam de seu ponto isoelétrico (pH 5,0 a 45°C). Quando o pH se aproxima de 5,0 as
micelas de caseina sdo parcialmente desestabilizadas e tornam-se ligadas umas as outras na
forma de agregados, as cadeias formam parte de uma matriz proteica tridimensional em que a
fase liquida do leite é imobilizada. A maioria dos estudos realizados sobre as propriedades de
textura da bebida lactea esta relacionada com a firmeza e com a viscosidade, sabe-se que a
desnaturacdo das proteinas do soro aumenta estes parametros na bebida lactea (LUCEY e
SINGH, 1998; HILLER e LORENZEN, 2011).

Tabela 5.15 - Composicao fisico-quimica das bebidas lacteas sem e com remocéo parcial de

colesterol com polpa de mangaba.

o Bebida Bebida Bebida Bebida Bebida Bebida
Constituintes
Lactea Al Lactea B1 Lactea C1 Lactea D1 Lactea E1 Lactea F1
Umidade (%) 80,89+3,7% 83,25+2,64  84,46+1,32"  86,36+1,68°  83,06+1,39"  85,22+3,49"
Cinzas (%) 1,13+0,04 © 1,14+0,03"  0,78+0,03”  0,960,08°  1,02+0,02*  1,07+0,06*
Proteina (%) 4,13+0,57" 4,81+0,83”  1,99+0,15°  2,22+0,13*"  1,91+0,13°"  2,30+0,20°"
Lipidios (%) 4,70+0,40" 5,63+0,31" 3,8+0,01°  4,52+0,01*"  3,91+0,01°"  4,35+0,01*°""
Carboidrato (%) 8,22+0,96" 6,10+0,19*"  8,97+0,11"  5,94+0,26*°"  10,10+0,49*°"  7,06%0,14*""
Energia * b* b* b* b* b*
100,07+1,59"  85,94+1,28*”  78,04+1,18"  73,32+1,10°° 83,23+1,08*"  76,59+1,15
(kcal/100g)
pH 5,69+0,17% 5,52+0,14°  530+0,17"  523+0,10°  5,43+0,05°  5,37+0,03"
Acidez T.T. (g
de 4cido 0,45+0,01°  0,56+0,01*"  0,62+0,01**  0,65+0,01*"  0,63+0,02**"  0,68+0,03"
lactico/100g)
A(}l:ICaI’ES a* a,b* ab,c* ab,c* c* ac*
2,05+0,03 2,13+0,04*”  1,89+0,04*>¢"  2,03+0,05*" 1,66+0,03 1,78+0,14*
Redutores (%)
Aclcares Totais . e " . . .
4,14+0,11° 4,39+0,08* 3,52+0,06°  3,70%0,12*"  3,44+0,02°  3,85+0,13*°

(%)

Al-Sem remog¢do com 15% de polpa; B1-Sem remogdo com 30% de polpa; C1-Com remocédo (PIM) com 15% de
polpa; D1-Com remogéo (PIM) com 30% de polpa; E1-Com remogéo (MP) com 15% de polpa; F1-Com remogdo
(MP) com 30% de polpa.

*Médias acompanhadas de letras iguais na mesma linha, ndo diferem entre si significativamente quanto a

composicao fisico-quimica das bebidas lacteas (a<0,05).

74



Com relagéo aos valores de umidade obtidos neste trabalho variaram de 80,89 a 86,36% e

81,43 a 84,23% para mangaba e siriguela, respectivamente, valores similares aos encontrados

na literatura por TORRES et al. (2000) que obtiveram umidade de 85,87% para o iogurte

tradicional e por SILVA et al. (2010) que encontraram para bebida lactea sabor bacuri

enriquecida com poélen umidades que variaram entre 82,35 a 84,71%, no entanto esses valores

foram superiores aos encontrados por SANTOS et al. (2008) para bebida lactea sabor manga

que variou entre 75,87 e 78,62%.

Os resultados para o teor de cinzas encontrados nesse trabalho fora superiores ao descrito
na literatura para a bebida lactea sabor umbu que obteve 0,37% (SANTOS et al., 2006).

Tabela 5.16 - Composicao fisico-quimica das bebidas lacteas sem e com remoc¢éo parcial de

colesterol com polpa de siriguela.

Constituint Bebida Bebida Bebida Bebida Bebida Bebida
onstituintes
Lactea A2 Léactea B2 Léactea C2 Léactea D2 Léactea E2 Léactea F2
Umidade (%) 81,43+0,58"  82,10+0,34"  84,23+1,11% 83,42+1,02° 83,88+0,94°  83,12+3,46%
Cinzas (%) 0,97+0,07"  1,01+0,11**"  0,87+0,06*"  1,04+0,07*"" 1,05+0,08*"  1,08+0,09"
Proteina (%) 4,51+0,63°  4,98+0,18"  2,07+0,12°  2,1740,17%  2,10+0,09¢  2,12+0,22%
Lipidios (%) 4,98+0,01"  5,32+0,01*""  3,91+0,01  4,12+0,01  4,11+0,01°  4,18+0,01¢
Carboidrato (%) 8,11+0,15  6,59+0,76*”  8,39+0,25*"¢" 9,25+0,37*°" 8,86+0,29*  9,50+0,54*¢
Energia . . . . . .
95,26+1,67% 94,16+1,97*”  77,03+1,25° 82,76+1,86° 80,83+1,52°" 84,10+1,09*°
(kcal/1009)
pH 5,45+0,09°°  527+0,08°  551+0,13"  530+0,11*  556+0,12"  5,36+0,01"
Acidez T.T. (g
de 4cido 0,61+0,01*  0,65+0,01*  0,68+0,01*  0,70%0,02*  0,62+0,02*  0,65+0,01"
lactico/100g)
Aclcares " b . . . .
Redlutores (%) 2,130,090  2,29+0,12% 1,78+0,03°  1,75%0,04°  1,59+0,02°  1,83+0,07°
eautores (Yo
Acucares Totais . " b . . bo
4,0740,07°  4,18+0,16* 3,69+0,16°"  3,54+0,59°  3,34%0,13°"  3,76+0,27*"°

(%)

A2-Sem remogdo com 15% de polpa; B2-Sem remocdo com 30% de polpa; C2-Com remocéo (PIM) com 15% de

polpa; D2-Com remocéo (PIM) com 30% de polpa; E2-Com remoc¢éo (MP) com 15% de polpa; F2-Com remocéo
(MP) com 30% de polpa.

*Médias acompanhadas de letras iguais na mesma linha, ndo diferem entre si significativamente quanto a

composicao fisico-quimica das bebidas lacteas (a<0,05).
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Com relacdo aos teores de proteinas as bebidas lacteas apresentaram uma elevagdo com o
aumento do percentual de polpa, os valores encontrados ficaram entre 1,91 a 4,81% e 2,07 a
4,98% para mangaba e siriguela respectivamente, valores superiores ao minimo descrito pela
legislacdo que é de 1,2 g de proteina/100 g de produto, valor ultrapassado nas bebidas lacteas
formuladas (BRASIL, 2000). Os teores de proteinas das bebidas lacteas neste trabalho foram
maiores que os encontrados por SILVA et. al. (2010), que obtiveram entre 0,76 e 1,25% em
bebidas lacteas sabor bacuri.

Quanto aos teores de lipidios encontrados variaram de 3,80 a 5,63% e 3,91 a 5,32% para
mangaba e siriguela, respectivamente, valores superiores aos encontrados por CUNHA et. al.
(2008), que foi de 3,03%, sendo considerada como iogurtes integrais quando comparadas com a
legislacdo brasileira vigente, que € no minimo 3,0% (BRASIL, 2000).

Com base nos resultados, os valores de agucares redutores e totais obtidos para as
formulacGes variaram de 1,66 a 2,13% e 3,44 a 4,39% respectivamente para mangaba e de 1,59
a 2,29% e 3,34 a 4,18% respectivamente para siriguela. Valores inferiores ao encontrado para
bebida lactea sabor manga por SANTOS et. al. (2008).

511. TEOR DE REMOCAO DO COLESTEROL DAS BEBIDAS LACTEAS
FERMENTADAS POR GRAOS DE KEFIR

Na Tabela 5.17 estdo apresentados os teores de remocao do colesterol das bebidas lacteas
fermentadas por grdos de kefir, utilizando leite sem e com remocéo parcial de colesterol e sem
e com adicdo de 15 e 30% de polpa de mangaba e siriguela. Observa-se que durante o processo
fermentativo ocorreu uma reducdo de colesterol para todas as formulages apds a fermentacao.
No entanto, a bebida lactea produzida com o leite percolado pela coluna recheada com 0s
polimeros impressos molecularmente (PIM) foi a que proporcionou um melhor resultado
variando de 42,42 a 48,25% de remocédo de colesterol. Com relacdo a variagdo da concentragdo

das polpas de mangaba e de siriguela, nota-se que com o acréscimo do percentual de polpa, a
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remoc¢do aumenta. 1sso ocorre possivelmente pela diluicdo da bebida l&ctea pela a agua contida
na polpa.

Portanto, pode-se recomendar o uso de leite com remocao parcial de colesterol obtido
com polimero impresso molecularmente (PIM) para a producdo de bebida lactea funcional com
presenca ou auséncia de polpa de mangaba e siriguela. Além de valorizar o uso de fruta
regional na elaboragdo da bebida lactea.

Tabela 5.17 - Teor de remocdo do colesterol das bebidas lacteas fermentadas por gréos de
kefir.

Descricdo das amostras Remocao (%)

B. lactea sem remocédo de colesterol e sem adicdo de polpa () 19,39+0,76
B. lactea com remocdo PIM e sem adicdo de polpa (K) 42,42+1,17
B. lactea com remocdo MP e sem adicéo de polpa (W) 33,17+1,81
B. lactea sem remog¢do com 15% de polpa de mangaba (Al) 26,71+2,52
B. lactea sem remogdo com 30% de polpa de mangaba (B1) 29,16+1,60
B. lactea com remocdo (PIM) com 15% de polpa de mangaba (C1) 44,65+0,59
B. lactea com remocdo (PIM) com 30% de polpa de mangaba (D1) 48,25+0,75
B. lactea com remoc¢édo (MP) com 15% de polpa de mangaba (E1) 35,90+1,19
B. lactea com remocédo (MP) com 30% de polpa de mangaba (F1) 38,76+1,41
B. lactea cem remocao com 15% de polpa de siriguela (A2) 25,25+1,54
B. lactea cem remoc¢do com 30% de polpa de siriguela (B2) 27,21+0,92
B. lactea com remocdo (PIM) com 15% de polpa de siriguela (C2) 43,20+0,54
B. lactea com remocéo (PIM) com 30% de polpa de siriguela (D2) 44,47+1,05
B. lactea com remocdo (MP) com 15% de polpa de siriguela (E2) 33,49+1,98
B. lactea com remocgdo (MP) com 30% de polpa de siriguela (F2) 38,60£2,19

colesterol do 6leo de manteiga por adsorcéo, utilizando uma coluna cromatografica com silica

Estudos realizados por VALENTE (2000) apresentaram uma remocédo de até 95% do

gel com diferentes granulometrias.
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SOCANTAYPE (2008) estudou a utilizacdo do etano na remocao do teor de gordura e
colesterol em alguns produtos alimenticios e no 6leo de manteiga, obtiveram uma remocéo de
praticamente todo o colesterol nos extratos (98%) pela adsorcdo seletiva em alumina e sem

interferir com o fracionamento da gordura.

5.12. VISCOSIDADE DAS BEBIDAS LACTEAS FERMENTADAS POR GRAOS DE
KEFIR

A Tabela 5.18 apresenta os resultados da viscosidade das bebidas lacteas fermentadas por
gréos de kefir utilizando leite sem e com remocéo parcial de colesterol, e com e sem adicdo de
polpa de mangaba e siriguela. Pode-se observar que a remocdo parcial do colesterol do leite
esta associada a diminuicdo da viscosidade, possivelmente devido a remocdo de outros
constituintes que estdo presentes na composicdo do leite. Nota-se que a utilizacdo do polimero
com impressdo molecular reduz essa diferenca. Esse comportamento permanece quando é
adicionada polpa de mangaba e de siriguela nas bebidas lacteas produzidas com leite sem e
com remocdo parcial do colesterol. Com o aumento da concentracdo de polpa na proporcao de
0, 15 e 30%, a viscosidade tende a diminuir, possivelmente pela alta umidade presente nas
polpas de mangaba e siriguela.

De acordo com KOKSOY e KILIC (2004), a viscosidade sofre a influéncia do teor de
solidos secos, possivelmente pela compactacdo da caseina. Estudos anteriores realizados por
GAMA (2010) indicam que os leites fermentados com maiores viscosidade, apresentaram
maior nivel de aceitacdo por parte dos consumidores, e mostraram um potencial probidtico
satisfatorio.

Segundo MONTANUCI, et al. (2010), o teor de gordura presente no leite pode afetar
diretamente na viscosidade da bebida lactea, quanto maior a quantidade de gordura maior a

viscosidade, justificando a baixa viscosidade das amostras analisadas.

78



Tabela 5.18 - Avaliacdo da viscosidade das bebidas lacteas fermentadas por graos de kefir.

Descricdo da amostra

Viscosidade (cp)

T W W 0 U W W 0 W W W W W W W

. lactea sem remocé&o de colesterol e sem adicdo de polpa (Y)

. lactea com remogdo PIM e sem adig&o de polpa (K)

. lactea com remocdo MP e sem adicdo de polpa (W)

. lactea sem remocao com 15% de polpa de mangaba (A1)

. lactea sem remoc¢do com 30% de polpa de mangaba (B1)

. lactea com remocéo (PIM) com 15% de polpa de mangaba (C1)
. lactea com remocdo (PIM) com 30% de polpa de mangaba (D1)
. lactea com remocdao (MP) com 15% de polpa de mangaba (E1)
. lactea com remocédo (MP) com 30% de polpa de mangaba (F1)
. lactea sem remocdo com 15% de polpa de siriguela (A2)

. lactea sem remocéao com 30% de polpa de siriguela (B2)

. lactea com remocdo (PIM) com 15% de polpa de siriguela (C2)
. lactea com remogdo (PIM) com 30% de polpa de siriguela (D2)
. lactea com remocédo (MP) com 15% de polpa de siriguela (E2)

. lactea com remocdo (MP) com 30% de polpa de siriguela (F2)

2840+2,48
2012+1,28
1354+0,96
1450+3,76
981,67+0,23
1660+1,83
756,67+0,05
770+0,87
540+3,08
1081+7,64
851,67+5,29
1169+1,73
616,92+5,05
774487
640+1,28

5.13. ANALISE MICROBIOLOGICA

tolerante, coliformes total e Salmonella sp., encontram-se dentro dos parametros propostos pela
legislacdo brasileira vigente, que sdo 10 NMP/g, 10° NMP/g e Ausente, respectivamente

(BRASIL 2001). Atendendo assim aos requisitos minimos de qualidade para o consumo

Pode-se observar na Tabela 5.19 que os resultados obtidos para coliformes termo

humano.

ser ingeridos diariamente para que seu efeito seja continuo, a dosagem recomendada para
adulto é de 5 bilhdes de unidades formadoras de coldnias (UFC)/dia/g ou mL de produto (ou
seja, 5 x 10° UFC/dia/g ou mL). E ainda recomenda-se que para ocorrer os efeitos terapéuticos

Com relacdo as bactérias lacteas os valores encontrados apresentaram uma grandeza
entre 1,42 x 10% e 3,75 x 10° UFC (Tabela 5.19). A literatura relata que os probi6ticos devem
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os probi6ticos possuam doses com grandezas variando de 10° a 10° UFC (STEIDLER, et al.,

2000; SAAD, 2006).

Tabela 5.19 - Resultados microbiologicos das bebidas lacteas.

Descricgéo das Cel. viaveis Coliforme termo Coliforme total Salmonella sp.
amostras (UFC/mL) tolerante (NMP/g) (NMP/qg) (UFCl/g)
B. lactea Y 3,75 x 10° <1(NMP/100 mL) < 1(NMP/100 mL) Ausente
B. lactea K 2,97 x 10° <1(NMP/100 mL) < 1(NMP/100 mL) Ausente
B. lactea W 3,05 x 10° < 1(NMP/100 mL) < 1(NMP/100 mL) Ausente
B. lactea Al 2,68 x 10° <1(NMP/100 mL) < 1(NMP/100 mL) Ausente
B. lactea B1 1,85 x 10° <1(NMP/100 mL) < 1(NMP/100 mL) Ausente
B. lactea C1 2,11 x 108 <1(NMP/100 mL) < 1(NMP/100 mL) Ausente
B. lactea D1 1,42 x 108 <1(NMP/100 mL) < 1(NMP/100 mL) Ausente
B. lactea E1 2,18 x 10° <1(NMP/100 mL) < 1(NMP/100 mL) Ausente
B. lactea F1 1,61 x 10° <1(NMP/100 mL) < 1(NMP/100 mL) Ausente
B. lactea A2 2,80 x 10° < 1(NMP/100 mL) < 1(NMP/100 mL) Ausente
B. lactea B2 1,90 x 10° <1(NMP/100 mL) < 1(NMP/100 mL) Ausente
B. lactea C2 2,72 x 108 <1(NMP/100 mL) < 1(NMP/100 mL) Ausente
B. lactea D2 1,84 x 10° <1(NMP/100 mL) < 1(NMP/100 mL) Ausente
B. lactea E2 2,65 x 10° <1(NMP/100 mL) < 1(NMP/100 mL) Ausente
B. lactea F2 1,68 x 10° < 1(NMP/100 mL) < 1(NMP/100 mL) Ausente

Y- Bebida lactea sem remogdo de colesterol e sem adigdo de polpa; K- Bebida lactea com remogdo PIM e sem
adicéo de polpa; W- Bebida lactea com remocdo MP e sem adicdo de polpa; Al-Sem remogdo com 15% de polpa
de mangaba; B1-Sem remog¢édo com 30% de polpa de mangaba; C1-Com remogdo (MIP) com 15% de polpa de
mangaba; D1-Com remocéo (MIP) com 30% de polpa de mangaba; E1-Com remocéo (MP) com 15% de polpa de
mangaba; F1-Com remocdo (MP) com 30% de polpa de mangaba; A2-Sem remog¢do com 15% de polpa de
siriguela; B2-Sem remocdo com 30% de polpa de siriguela; C2-Com remocdo (MIP) com 15% de polpa de
siriguela; D2-Com remocéao (MIP) com 30% de polpa de siriguela; E2-Com remocéao (MP) com 15% de polpa de

siriguela; F2-Com remocéo (MP)

De acordo com SOARES et al. (2011) durante a vida de prateleira, o alimento deve

atender as exigéncias de qualidade determinadas pela legislagdo vigente, principalmente quanto
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a viabilidade de micro-organismos probidticos. A legislacdo brasileira estabelece um limite
minimo de 10° UFC/mL para as bactérias laticas totais na bebida l4ctea, determinando que
esses micro-organismos especificos sejam viaveis, ativos e abundantes no produto final e
durante toda sua vida de prateleira (BRASIL, 2000). Dessa forma as bebidas lacteas
fermentadas utilizando gréos de kefir e saborizada com polpa de mangaba e siriguela podem ser

consideradas como alimentos probidticos.

5.14. AVALIACAO DO POTENCIAL PROBIOTICO UTILIZANDO UM
SIMULADOR ESTOMAGO-DUODENO

A Tabela 5.20 mostra o potencial probiotico das bebidas lacteas fermentadas por gréos de
kefir e da bebida lactea comercial, utilizando um simulador estbmago-duodeno. A bebida lactea
comercial apresentou um potencial probi6tico com grandeza de 10° UFC/mL na entrada do
estdmago, apos 60 min de processo no simulador, ocorreu um decréscimo no seu potencial
probiético atingindo uma grandeza de 10> UFC/mL no final do duodeno, com esse resultado o
produto ndo é caracterizado como probiotico pela legislacdo. Com relacdo as bebidas lacteas
fermentadas por grdos de kefir utilizando os leites sem e com remog&o parcial de colesterol e
sem e com adicdo de 15% de polpa de mangaba e de siriguela, apresentaram uma variacdo na
entrada do estdmago de 10’ a 10° UFC/mL, chegando ao final do duodeno com uma variago
de 10* a 10° UFC/mL. Com esses resultados, observou-se que as bebidas lacteas fermentadas
com grdos de kefir apresentam um potencial probiético maior quando comparado a bebida
lactea comercial utilizada neste estudo e podem ser consideradas com um produto probiotico
pela legislacao brasileira.

Segundo a literatura um produto probidtico para fornecer beneficios a salde, deve superar
obstaculos fisicos e quimicos tais como o acido e a bilis encontrados no aparelho
gastrointestinal, dessa forma os micro-organismos precisam ser viaveis, ativos e abundantes,
com uma concentragdo minima de 10° UFC/mL de produto (GUO et al., 2009). De acordo com
THAMER e PENNA (2005), desenvolver um produto lacteo com alta concentragdo de micro-
organismos probi6ticos é imprescindivel, para que pelo menos cerca de 10° a 10* UFC/mL

chegue ao intestino.
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Tabela 5.20 — Numero de células viaveis em simulador estdmago-duodeno.

_ Cel. viaveis Cel. viaveis Cel. viaveis Cel. viaveis
Descricéo das
. (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
amaostras

0 (min) 30 (min) 45 (min) 60 (min)

5 lictea 7 Estomago 1,71 x 10° 2,28 x 10* 1,2 x 10° 3,1x10°
. laClea

Duodeno - 59 x 10° 1,3 x 10? 3,9 x 10°

5 licteny Estomago 1,16 x 10° 3,58 x 10* 242 x 10° 1,14 x 10°
. laClea

Duodeno - 2,24 x 10* 1,06 x 10* 1,08 x 10°

B lctea K Estomago 1,74 x 10° 452x10" 1,56 x 10° 1,67 x 10°
. laCtea

Duodeno - 3,44 x 10* 1,89 x 10° 1,94 x 10°

5 lctea W Estbmago 2,22 x 10° 3,86 x 10  1,24x10° 1,06 x 10°
. laClea

Duodeno - 2,98 x 10° 1,08 x 10* 1,34 x 10°

5 lictea AL Estdbmago 1,38 x 10° 2,02 x 10* 1,02 x 10° 1,36 x 10°
. laCtea

Duodeno - 9,4 x 10* 52 x 10° 1,2 x 10°

5 lictes C1 Estomago 9,8 x 10’ 53x 10° 8,3x10* 45x10°
. laCltea

Duodeno - 2,8 x 10* 5,7 x 10* 8,8 x 10*

5 lictes EL Estomago 1,98 x 10° 6,6 x 10° 7,5 x 10* 2.8x10°
. laCtlea

Duodeno - 1,8 x 10* 45 x 10 1,01 x 10°

5 lictes A2 Estomago 1,8 x 10° 1,02 x 10° 9,5x 10° 3,1x10°
. laClea

Duodeno - 1,5x 10° 6,6 x 10° 45x10°

5 lctea C2 Estbmago 2,03 x 10° 1,9 x 10° 3,3x 10" 2,1x10°
. laCtea

Duodeno - 1,1x 10° 9,2 x 10° 3,6 x 10°

5 lictes E2 Estomago 1,27 x 10° 7,6 x 10° 5,3 x 10°* 3,3x 10°
. laClea

Duodeno - 2.9x10° 6,9 x 10° 4,9 x10°

Z — Comercial; Y - Sem remocéo de colesterol e sem adicéo de polpa; K - Com remogéo (PIM) e sem
adicdo de polpa; W - Com remocao (MP) e sem adicdo de polpa; Al - Sem remocdo com 15% de polpa
de mangaba; C1 - Com remocédo (PIM) com 15% de polpa de mangaba; E1 - Com remocao (MP) com

15% de polpa de mangaba; A2 - Sem remog¢do com 15% de polpa de siriguela; C2 - Com remogéo

(P1M) com 15% de polpa de siriguela; E2 - Com remocéo (MP) com 15% de polpa de siriguela.
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Os valores obtidos neste estudo foram inferiores ao descrito na legislacéo brasileira que
estabelece um limite minimo de 10’ UFC/g ou mL do produto (BRASIL, 2000). Com base nos
resultados obtidos, pode-se considerar que as bebidas lacteas fermentadas por graos de kefir

apresentam caracteristicas probioticas.

5.15. ESTUDO DO PROCESSO FERMENTATIVO UTILIZANDO BIORREATOR
DE BANCADA

Neste item, ocorreu a variacao da agitacdo e da aeracdo durante o processo fermentativo.
A Tabela 5.21 apresenta os dados de viscosidade, tempo para finalizagdo do processo (pH 5.40)
e n° de células viadveis durante os processos fermentativos em biorreator utilizando leite sem e
com remogéo parcial do colesterol. O aumento da agitagdo mecénica do meio de cultura ou
mesmo o borbulhamento de ar retardou o tempo para a finalizacdo do processo, e a viscosidade
da bebida lactea obtida foi menor, ou seja, menos consistente.

Com relacdo ao numero de células viaveis os resultados encontrados foram na grandeza
de 10° UFC/mL, atendendo ao valor recomendada pela legislagdo brasileira para um produto
ser probi6tico o limite minimo é de 10’ UFC/mL (BRASIL, 2000).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 5.21, a fermentacéo estatica foi a
que apresentou a maior viscosidade maxima, o maior n° de células viaveis e 0 menor tempo
para o pH ficar constante quando comparada com as outras condic@es utilizadas. Sendo assim,
a fermentacdo estéatica foi a ideal para o desenvolvimento do processo fermentativo utilizando

grdos de kefir como agente bioldgico.
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Tabela 5.21 — Avaliacdo da viscosidade, do tempo para o pH ficar constante e n° de células

viaveis durante a otimizacéo do processo fermentativo.

- Viscosidade maxima Ne de Cel. Viaveis em
Condigdes #Tempo (h)
(cp) 12 h (UFC/mL)
) Com Com Com
Agitacdo Aeracdo
Integral remocdo Integral remocdo Integral remocao
(rpm) (vwm)
(PIM) (PIM) (PIM)
0 0 1880 (12 h) 957 (12 h) 12 10 596*10°  4,20* 10°
25 0 624 (24h) 768 (24 h) 18 18 2,11*10°  2,70* 10°
50 0 208 (24h) 212 (24 h) 20 20 1,14*10°  1,70* 10°
0 0,25 704 (24h) 829 (24 h) 14 14 3,32*10° 3,68 10°
0 0,50 631 (24h) 771 (24 h) 20 16 2,64*10°  2,89*10°

*tempo para o pH ficar constante

5.16. ANALISE SENSORIAL DE ACEITACAO E INTENGAO DE COMPRA PARA A
BEBIDA LACTEA SEM ADIGCAO DE POLPA DE FRUTA

A Tabela 5.22 apresenta as notas referentes a aceitacdo dos produtos pelos provadores.
Na avaliacdo de aceitacdo, os provadores atribuem notas de 1 a 9 para diferentes parametros da
bebida lactea integral e com remocéo parcial de colesterol utilizando kefir. Foram observadas
notas estatisticamente idénticas, e ainda deve-se salientar que a maior média foi atribuida a
bebida lactea preparada com leite percolado em coluna recheada com polimero impresso
molecularmente. Apesar dos provadores ndo conhecerem a bebida lactea utilizando kefir,
podemos afirmar que a remogéo parcial de colesterol e de mais algumas propriedades ndo
influenciaram na aceitabilidade sensorial (Tabela 5.22).

Os produtos integrais e com remoc¢édo de colesterol utilizando a matriz PIM ou MP néao
diferiram estatisticamente entre si, demonstrando que o processo aplicado de reducdo de
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colesterol do leite ndo altera a aceitacdo do leite. E as médias de notas atribuidas foram acima
de 6.00 para a maioria dos casos demonstrando que o produto apresenta uma boa aceitagéo.

Tabela 5.22 - Notas sensoriais de aceitacdo para as bebidas lacteas integrais e com remocao

parcial de colesterol.

Bebida lactea com Bebida lactea com

Parametros Bebida lactea integral
remocao (MP) remocao (PIM)
Aparéncia 6,53+2,12% 6,13+1,92% 5,83+2,27%
Aroma 6,90+1,68% 6,47+1,75° 6,43+1,90°
Sabor 7,23+1,92° 6,30+2,18% 7,17+1,70°
Textura 6,20+2,26" 6,10+2,11* 6,53+1,85"
Impressdo Global 7,03+1,84* 6,33+1,91* 7,80+1,80*

*Médias acompanhadas de letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si significativamente quanto a
aceitagao dos leites (0<0,05).

A semelhanca estatistica para os parametros sensoriais sdo também vistos na analise de
intencdo de compra apresentado na Figura 5.18. Verifica-se que aproximadamente 74% dos
provadores compraria a nova bebida lactea utilizando o leite com teor de colesterol reduzido
obtido a partir da coluna com matriz PIM e de 56% para a coluna com matriz MP.

Para aumentar as notas sensoriais aplicou-se a saborizacdo da bebida lactea com frutas

exoticas regionais.
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Figura 5.18 - Percentual de intencdo de compra para as bebidas lacteas integrais e com
remocao parcial de colesterol sem adicdo de polpa. A — eu certamente compraria; B —
provavelmente compraria; C — ndo sei se compraria; D — provavelmente ndo compraria e E —

certamente ndo compraria.

5.17. ANALISE SENSORIAL DE ACEITACAO E INTENCAO DE COMPRA PARA A
BEBIDA LACTEA COM ADICAO DE POLPA DE MANGABA E SIRIGUELA

As bebidas lacteas desenvolvidas neste estudo, utilizando grdos de kefir e leites com
baixo teor de colesterol apresentaram uma aceitabilidade extremamente positiva. A partir
desses resultados, foram adicionadas polpas de mangaba e siriguela variando as concentragdes
em 15 e 30% de polpa, para a avaliacdo da aceitabilidade sensorial das bebidas lacteas com
adicdo de polpa.

As Tabelas 5.23, 5.24, 5.25 e 5.26, apresentam as médias dos parametros sensoriais para
as bebidas lacteas com adicéo de 15 e 30% de polpa de mangaba e siriguela respectivamente.
Observa-se que as bebidas sdo estatisticamente iguais, quando adicionamos as mesmas
concentragOes para cada fruta. Entretanto, a bebida lactea formulada com leite com remogéo
parcial de colesterol utilizando o polimero com impressdo molecular foi aquela que apresentou
a maior média para a impressdo global do produto, exceto, quando foi adicionado 30% de polpa

de siriguela. O uso do leite com baixo teor de colesterol e adi¢cdo da polpa da mangaba e da
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siriguela, tem a finalidade de agregar valor ao produto final e melhorar a comercializagéo
dessas frutas que sdo altamente pereciveis.

Tabela 5.23 - Notas sensoriais de aceitacdo para as bebidas lacteas integrais e com remocao

parcial de colesterol, com 15% de polpa de mangaba.

o _ Bebida lactea com  Bebida lactea com
. Bebida lactea integral B 5
Parametros remocao (MP) com  remocéo (PIM) com
com 15% de polpa

15% de polpa 15% de polpa
Aparéncia 6,87+1,77% 6,73+1,98" 6,83+1,99"
Aroma 6,80+1,79 7,23+1 47" 6,97+1,71°
Sabor 7,13+1,85° 7,03+1,71% 7,37+1,54%
Textura 6,80+1,93" 6,87+1,38" 7,20+1,44%
Impressdo Global 7,20+1,66% 6,93+1,63" 7,37+1,44*

*Médias acompanhadas de letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si significativamente quanto a
aceitacdo dos bolos (0<0,05).

Estudos realizados por DALLA SANTA et al., (2006) mostram uma aceitagdo sensorial

de 64% dos provadores para a bebida lactea kefir com adicdo de 10% de polpa de morango.

Tabela 5.24 - Notas sensoriais de aceitacdo para as bebidas lacteas integrais e com remocao

parcial de colesterol, com 30% de polpa de mangaba.

o _ Bebida lactea com Bebida lactea com
A Bebida lactea integral
Parametros remocao (MP) com remocao (PIM) com
com 30% de polpa

30% de polpa 30% de polpa
Aparéncia 5,90+1,53" 5,93+1,70% 6,63+1,62%
Aroma 6,53+1,59% 6,50+1,85% 7,07+1,33°
Sabor 6,30+1,46% 6,37+1,58% 6,93+1,33"
Textura 5,90+1,68% 5,67+1,93" 6,57+1,77°
Impresséo Global 6,30+1,31* 6,13+1,65" 6,73+1,33"

*Médias acompanhadas de letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si significativamente quanto a

aceitacdo das bebidas lacteas com 30% de polpa de mangaba (0:<0,05).
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De acordo com a literatura, a variacdo de pH esta diretamente relacionada a acidez e esta,
por sua vez, ao aroma do produto. Segundo a literatura nos iogurtes ou bebidas lacteas existe a
formacdo de estruturas de gel caracteristicas mediante as reacfes de interacdo grupo tiol com as
ligacGes dissulfeto com outras proteinas, bem como interagoes B-lactoglobulina e caseina que
podem ser comprometida por uma oxidacdo enzimatica ou espontanea de sulfidrilos das
proteinas ou pela diminuicdo das interacBes hidrofébicas das proteinas (HILLER e
LORENZEN, 2011). Portanto, 0 aumento da intencdo de compra deve estar associado a
diminuicdo das interacdes hidrofobicas das proteinas modificando por sua vez o aroma do

produto.

Tabela 5.25 - Notas sensoriais de aceitacdo para as bebidas lacteas integral e com remocéo

parcial de colesterol, com 15% de polpa de siriguela

o ) Bebida lactea com  Bebida lactea com
. Bebida lactea integral B 3
Parametros remocao (MP) com remocgé&o (MIP) com
com 15% de polpa

15% de polpa 15% de polpa
Aparéncia 6,53+1,45% 7,03+1,18" 6,80+1,29%
Aroma 6,87+1,69 6,87+1,47% 6,83+1,83
Sabor 6,20+1,89 6,70+1,70° 6,73+1,91*
Textura 6,83+1,46 6,87+1,52% 6,47+2,09°
Impressdo Global 6,43+1,67% 6,63+1,54" 6,77+1,77%

*Médias acompanhadas de letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si significativamente quanto a

aceitacdo das bebidas lacteas com 15% de polpa de siriguela (0<0,05).

A atividade do kefir causa mudancas quimicas especificas liberando compostos volateis
com grupo carbonil, como o &cido latico e acético, acetaldeido, cetonas e diacetil
(FARNWORTH, 2005; ERTEKIN e GUZEL-SEYDIM, 2010), que contribuem para a

percepcao da acidez, aroma e sabor da bebida lactea.
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Tabela 5.26 - Notas sensoriais de aceitacdo para as bebidas lacteas integral e com remogéo

parcial de colesterol, com 30% de polpa de siriguela

o ) Bebida lacteacom  Bebida lactea com
. Bebida lactea integral . 3
Parametros remocgao (MP) com remocédo (MIP) com
com 30% de polpa

30% de polpa 30% de polpa
Aparéncia 6,97+1,18% 6,43+1,75% 6,53+1,59%
Aroma 6,80+1,44% 7,03+1,56% 6,73+1,51%
Sabor 6,90+1,53" 7,00+1,80* 6,80+1,67*
Textura 6,70+1,39" 6,90+1,78" 6,27+1,38"
Impressdo Global 6,97+1,24% 6,90+1,60*" 6,63+1,40"

*Médias acompanhadas de letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si significativamente quanto a

aceitagdo das bebidas lacteas com 30% de polpa de siriguela (a<0,05).

As Figuras 5.19 e 5.20 representam a intencdo de compra das bebidas lacteas com adigédo
de 15 e 30% de polpa de mangaba respectivamente, atribuidas pelos provadores. Observa-se
que as bebidas lacteas com adicao de 15 e 30% de polpa de mangaba alcancaram 90 e 60% da
taxa positiva da intencdo de compra dos provadores respectivamente. Essa preferéncia dos
provadores pela bebida lactea com 15% de polpa de mangaba pode ter ocorrido devido a menor
quantidade de agua presente na polpa deixando o produto com viscosidade maior.

Com relacdo a taxa positiva da inten¢do de compra da bebida lactea com adicdo de 15 e
30% de polpa de siriguela (Figuras 5.21 e 5.22) foram 57 e 60% respectivamente, observa-se
que, ocorre um comportamento inverso ao da adicdo da polpa de mangaba, em que a
preferéncia dos provadores foi para a bebida lactea com maior concentracdo. Possivelmente
pela siriguela apresentar menos aroma em compara¢do com a mangaba que € um fruto com
aroma forte. De acordo com os resultados obtidos neste estudo pode-se considerar o produto
como promissor devido a aceitacdo na anélise sensorial e a indicagdo de compra entre 57 e 90%

dos novos produtos pelos provadores.
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Figura 5.19 - Percentual de intencdo de compra para a bebida lactea integral e as bebidas
lacteas com remocdo parcial de colesterol, com 15% de polpa de mangaba. A — eu certamente
compraria; B — provavelmente compraria; C — ndo sei se compraria; D — provavelmente ndo

compraria e E — certamente ndo compraria.
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Figura 5.20 - Percentual de intencdo de compra para a bebida lactea integral e as bebidas
lacteas com remocao parcial de colesterol, com 30% de polpa de mangaba. A — eu certamente
compraria; B — provavelmente compraria; C — ndo sei se compraria; D — provavelmente nédo

compraria e E — certamente ndo compraria.
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Figura 5.21 - Percentual de intencdo de compra para a bebida lactea integral e as bebidas
lacteas com remocdo parcial de colesterol, com 15% de polpa de siriguela. A — eu certamente
compraria; B — provavelmente compraria; C — ndo sei se compraria; D — provavelmente ndo

compraria e E — certamente ndo compraria.
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Figura 5.22 - Percentual de intencdo de compra para a bebida lactea integral e as bebidas
lacteas com remocdo parcial de colesterol, com 30% de polpa de siriguela. A — eu certamente
compraria; B — provavelmente compraria; C — ndo sei se compraria; D — provavelmente nédo

compraria e E — certamente ndo compraria.
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5.18. PROPOSTA DE ADEQUACAO DE LAYOUT DAS INSTALACOES

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo, foi sugerida a introdugéo de uma ou
mais coluna de adsorcdo contendo polimero impresso molecular (PIM), com a finalidade de
remover parte do colesterol do leite. As colunas poderdo ser colocadas na jusante do
pasteurizador da linha de producdo. A Figura 5.23 apresenta o fluxograma de adequacdo do

Layout das instalagdes de um laticinio.

co1

(% 3]

Co2

Figura 5.23 - Fluxograma de adequacdo de Layout das instalacfes de um laticinio.

Em que:

TO1; TO2 e TO3 — Tanque 01; Tanque 02; Tanque 03;
D01 — Desnatadeira ou Padronizadora 01;
PO1 — Pasteurizado 01;
CO01 e C02 — Coluna de adsorcdo do colesterol 01 e 02;
101 — logurteira 01;
S01 — Sala de envaze 01;
X - Valvula;
X - Bombas.
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6. CONCLUSAO FINAL

Os produtos funcionais e probioticos se caracterizam por oferecer varios beneficios a
salde, além do valor nutritivo inerente & sua composicdo quimica, podendo desempenhar um
papel potencialmente benéfico na reducdo do risco de doengas crénicas degenerativas. As
principais conclus@es obtidas, com a realizacdo deste trabalho foram:

1 - Na aplicacao do polimero impresso molecular e da matriz pura em coluna de adsor¢éo
do colesterol do leite no processo em batelada a temperatura ambiente, a melhor condicéo de
remoc&o de colesterol foi a utilizagdo de uma coluna com 3 cm de altura do leito do adsorvente
PIM para a percolacao do leite;

2 - No processo de fluxo continuo, os parametros mais eficientes para a curva de remocéo
de colesterol com temperatura controlada foi o uso de uma coluna com 3 cm de altura do
recheio do leito (PIM) e vaz&o de 3 mL/min do leite percolado na coluna de adsorgé&o;

3 - Na ampliacdo da escala da coluna no estudo de adsorc¢éo e dessor¢do do colesterol do
leite foram verificadas as melhores condi¢bes do processo continuo do adsorvente PIM. A
adsorcdo mais eficiente foi de cerca de 51% de remocdo do colesterol do leite em 6 h de
processo e apresentou um menor tempo de dessor¢do do colesterol, cerca de 3 h;

4 - Neste trabalho foi sugerido o Layout da linha de produgdo de um laticinio com a
introducdo de uma ou mais coluna de adsor¢do contendo polimero impresso molecular (PIM);

5 - A bebida lactea utilizando o leite percolado na coluna recheada com os polimeros
impressos molecularmente (PIM) em processo continuo, apresentou uma maior reducdo de
colesterol no produto final, atingindo cerca de 42,42% para a bebida sem adi¢do de polpa de
fruta, 44,65 e 48,25% para as bebidas com 15 e 30% de polpa de mangaba respectivamente e
43,20 e 44,47%, para as bebidas com 15 e 30% de polpa de siriguela respectivamente;

6 - A fermentacdo em biorreator de bancada realizada nas condi¢Ges citadas
anteriormente para o leite integral e leite com remocdo PIM, verificou-se que a melhor
condicdo foi a estatica, por apresentar uma viscosidade maxima, o maior n° de células viaveis e

0 pH ficou constante em menor tempo, 12 e 10 h respectivamente;
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7 - As bebidas lacteas desenvolvidas neste estudo apGs 0 percurso gastro-intestinal
apresentaram valores com grandeza variando entre 10* a 10° UFC/mL, e que de acordo com a
Legislacdo Brasileira é caracterizado produto probidtico;

8 - As analises sensoriais mostram que leite integral com remocdo e sem remocdao parcial
do colesterol séo estatisticamente diferentes. No entanto o leite com remocgéo PIM apresentou
57% da inteng&o de compra dos provadores;

9 - A taxa positiva da intencdo de compra das bebidas lactea com remocédo parcial de
colesterol cerca de 74% indicaram que comprariam 0 novo produto utilizando o leite com teor
de colesterol reduzido obtido a partir da coluna com recheio de PIM. No entanto, com adicéo
de 15 e 30% de polpa de mangaba e 15 e 30% de polpa de siriguela, os provadores indicaram
sua preferéncia de intencdo de compra em 90, 60, 57 e 60% respectivamente, para 0s produtos
obtidos com leite com remocao parcial utilizando PIM.

A partir dos resultados apresentados ao longo do trabalho, pode-se concluir que os
objetivos inicialmente propostos foram alcancados, ou seja, desenvolvimento de produtos
lacteos fermentados por gréos de kefir com teor de colesterol reduzido e saborizados com frutas
tropicais por uma nova metodologia, ainda ndo tdo difundida na literatura.

Nesse aspecto, a preocupacdo com o desenvolvimento de tecnologias que aproveitem
matérias-primas do estado de Sergipe de modo a agregar valor ao agronegécio principalmente
na bacia de leiteira do norte do estado com os Arranjos Produtivos Locais (APL) foi atingido
cuja a finalidade foi o desenvolvimento da bebida lactea com teor de colesterol reduzido e

saborizados com frutas tropicais.
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ANEXO 1

1. PREPARACAO DA CURVA DE CALIBACAO PARA A DOSAGEM DE
COLESTEROL

A dosagem de colesterol foi determinada a partir da curva de calibragdo, onde foi obtida
pela equacdo (A.1). As curvas de calibracdo normalmente sdo plotadas utilizando de 4 a 5
pontos ao longo da faixa de trabalho desejada, com algumas repeticdes em cada ponto, sendo
que a incerteza pontual é dada pelo intervalo de confianca da media, estabelecido pelo grau de
confianca desejado.

Os cromatogramas foram processados com o comprimento de onda de 210 nm. A
dosagem de colesterol foi determinada a partir da curva de calibragdo (Tabela A.1 e Figura
A.1), conforme descrito na equacédo abaixo (equacdo A.1):

Coorestorol = (Area —107093) /36026) (A1)
r? =0,9989
em que:

Ceolesterol = CONCeNtracéo de colesterol, expressa em mg L™

Avrea = area obtida pelo método da cromatografia liquida expressa (AU seg™)

Tabela A 1- Dados para a obtencdo da curva de calibracdo para a dosagem de colesterol: area

em funcdo da concentragdo de colesterol.

C colesterol (Mg L) Area (AU seg™)
53 262324
10,6 494923
31,8 1285211
53 2049686
74,2 2744282
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Figura A 1- Curva de calibracao do colesterol.
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