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RESUMO

BICCA, Bibiana Bittencourt. Leite caprino fermentado com adicdo de amora-
preta. 2022. 77 f. Dissertacédo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos)
— Curso de Mestrado Profissional em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2022.

O leite caprino apresenta alto valor nutricional, elevada digestibilidade e tem
potencial hipoalergénico, sendo indicado para criangcas e idosos, ou ainda
pessoas que apresentem problemas nutricionais ou gastrointestinais. Além do
fornecimento do leite in natura, pode-se ingeri-lo através de seus derivados.
Dentre eles, o leite fermentado é uma boa opcao, pois além da praticidade no
consumo, possui uma vida util maior. Além disso, hd a possibilidade de
incorporar frutas e bactérias probioticas, tornando-o um alimento funcional.
Diante do exposto, objetivou-se neste estudo produzir um leite caprino
fermentado com caracteristicas funcionais pela adicdo de probibticos
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12/Lactobacillus acidophilus-LA-5, e
adicionado de polpa de amora-preta. Foram produzidos dois leites fermentados
a partir de dois tratamentos, sendo o primeiro tratamento (LFA) com adicdo de
culturas iniciadoras Streptococcus thermophillus e Lactobacillus bulgaricus, mais
polpa de amora-preta. O segundo tratamento (LFPA) consistiu em leite caprino
fermentado com adicdo da combinacdo de cultura iniciadora e culturas
probiéticas (Streptococcus thermophillus, Bifidobacterium animalis subsp. lactis
Bb-12 e Lactobacillus acidophilus LA-5) e polpa de amora-preta. Para a polpa de
amora-preta, o valor de pH foi de 3,311 e a acidez em percentual de acido citrico
foi de 1,26%. Com relacdo a antocianinas, observou-se 1614,98 mg para cada
100 g de cianidina-3-glicosideo e 40252,19 ug do equivalente trolox para cada
100 g de amostra seca para atividade antioxidante. O pH, acidez e viabilidade
das culturas iniciadoras e probiéticas foram avaliados para LFA e LFPA nos dias
0, 7, 14, 21 e 35. Foram realizadas as analises fisico-quimicas gordura,
proteinas, carboidratos, umidade e cinzas, bem como a analise sensorial com
avaliadores nao treinados. Com relacdo aos valores de pH, observou-se uma
diferenca significativa (p < 0,05) entre LFA e LFPA apenas no dia 14 de
armazenamento, porém a acidez foi superior para LFPA nos dias 7, 14, 21 e 35.
As concentragbes de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 e
Lactobacillus acidophilus LA-5 mantiveram-se em contagens elevadas (> 6 Log
UFC.g') durante os 35 dias de armazenamento. A composicdo de LFPA
demonstrou 74,12% de umidade, 4,12% de gordura, 3,54% de proteina, 18,07%
de carboidratos e 0,12% de minerais. Na analise sensorial, a cor foi o atributo
com maior média, seguido da textura, aspecto global, aroma e sabor. O leite
caprino fermentado probidtico de amora-preta (LFPA) apresentou um indice de
aceitabilidade de 85,5%. Com relacdo a intencdo de compra, 97,5% dos
consumidores comprariam o produto, indicando potencial para comercializacéo.
Diante do exposto, comprova-se que € possivel produzir um leite caprino
fermentado probidtico de amora-preta, o qual mantém suas caracteristicas
funcionais preservadas durante o armazenamento por 35 dias e tem boa
aceitacao sensorial.



Palavras-chave: Caprinos. Leite fermentado. Antioxidante. Bifidobacterium.
Lactobacillus acidophilus.



ABSTRACT

BICCA, Bibiana Bittencourt. Fermented goat milk with the addition of black
berry pulp. 2022. 77 f. Dissertation (Master’s in Food Science and Technology)
— Professional Master’s Course in Food Science and Technology, Eliseu Maciel
College of Agronomy, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2022.

Goat milk has a chemical composition with proteins of high biological value and
fatty acids that truly do benefit the human organism, not neglecting its mineral
and vitamin content. It is, thus, deservedly regarded as a highly nutritional food.
It does have a high digestibility rate because all fatty globules are small-sized if
one compares it to bovine milk. Furthermore, they are majorly compounded by
short- and middle range chains-based fatty acids. The hypersensitivity to cow
milk protein is one of the main causes of food-derived allergies. Casein and alfa-
lactoalbumin are the chemical compounds most involved in allergic reactions. In
goat milk, the deficiency of the alpha-s1 casein fraction — the main casein in cow
milk — and a higher fraction of alpha-s2 casein make this milk less allergenic that
might even be hypoallergenic: it becomes recommended, then, towards elderly,
children and people with nutritional or gastrointestinal problems. In addition to
supplying fresh goat milk, it can be ingested through the manufacture of its
derivatives. Among them, fermented milk is a good option because, regardless
of marketability traits, it holds onto a larger shelf life. Moreover, there is the further
possibility of adding fruits and probiotic bacteria onto the mix, making it a
functional food. Given the previously asserted, the aim of this study was to
produce a fermented goat milk with functional characteristics by adding probiotics
Bifidobacterium lactis Bb-12/Lactobacillus acidophilus LA-5, with a black berry
pulp. Two treatments of fermented goat milk were produced, the first treatment
(LFA) with addition of starter cultures Streptococcus thermophilus and
Lactobacillus bulgaricus, plus the black berry pulp. In the second treatment
(LFPA), fermented goat milk with the addition of a combination of starter culture
and probiotic organisms, specifically the Bifidobacterium animalis subsp. lactis
Bb-12 and Lactobacillus acidophilus LA-5, plus the black berry pulp. For the black
berry pulp, the pH value was 3.311 and the acidity in percentage of citric acid was
1.26%. Regarding anthocyanins, 1614,98 mg was observed for every 100 g of
cyanidin-3-glycoside and 40252,19 ug of Trolox equivalent for every 100 g of dry
sample for antioxidant activity. The pH, acidity and viability of starter and probiotic
organisms were evaluated for LFA and LFPA on the following days: 0O, 7, 14, 21
and 35. Furthermore, physicochemical analysis of fat, proteins, carbohydrates,
humidity and ash were performed, as well as sensory analysis with non-trained
evaluators. Concerning pH estimates, there was a significant difference (p < 0.05)
between LFA and LFPA only on day 14 of storage, but acidity was higher for
LFPA on days 7,14, 21 and 35. The concentrations of Bifidobacterium animalis
subsp. lactis Bb-12 and Lactobacillus acidophilus LA-5 remained at high counts
(> 6 Log CFU.g?) during the 35 days of storage. The LFPA composition



demonstrated 74.12% moisture, 4.12% fat, 3.54% protein, 18.07%
carbohydrates, and 0.12% minerals. During the sensory analysis, color was the
attribute with the highest average, followed by texture, overall appearance, flavor
and taste. The black berry-based probiotic fermented goat milk (LFPA) showed
an acceptability index of 85.5%. Regarding purchase intention, 97.5% of
consumers would buy the product, indicating commercial potential. In summary,
it is possible to produce a black berry-based probiotic fermented goat milk, which
maintains its functional characteristics preserved during storage for 35 days and
has a good sensory acceptance.

Keywords: Goats. Fermented milk. Antioxidant. Bifidobacterium. Lactobacillus
acidophilus.
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1 INTRODUCAO

O Brasil apresentou um rebanho caprino de 12,1 milhdes de animais,
conforme o censo do IBGE do ano de 2020, sendo que 93,9% encontra-se na
regido Nordeste do pais. E, dentro destes, os animais leiteiros representam mais
da metade do rebanho nacional (52,61%). O Rio Grande do Sul tem pouca
tradicdo na producédo de caprinos e o efetivo deste rebanho equivale a 61.694
animais, o que representa 0,51% do total de animais criados no Brasil (IBGE,
2021). As possiveis causas para o reduzido rebanho caprino no sul do Brasil
podem ser a especializacdo dos produtores em outras atividades, como as
lavouras de commodities, além da producao de bovinos de corte e ovinos.

Conforme definicho do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (BRASIL, 2000), o leite caprino € um alimento que possui valor
nutritivo e contém os elementos necessarios a nutricdo humana, como
carboidratos (lactose), proteinas, lipideos, vitaminas, ferro, calcio, fosforo e
outros minerais. Cada 100 g de leite caprino contém em média 4,5 g de
carboidratos, 4,1 g de lipideos, 3,6 g de proteinas, 134 mg de calcio e 0,1 mg de
ferro. O leite caprino apresenta caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas
singulares, sendo que sua gordura e proteina de elevada digestibilidade o tornam
atraente aos consumidores com disfungdes digestivas.

As bactérias acido-laticas (BAL) sdo micro-organismos Gram-positivos,
com morfologia de cocos ou bacilos, catalase e oxidase negativas, nao
produzem esporos e sdo anaerobios facultativos (LEVIT et al.,, 2021), séo
reconhecidas pela Food and Drug Administration (FDA) como GRAS (Generally
Regonized as Safe) porque sua ingestdo ndo representa risco a saude do
consumidor (LEE et al., 1999), pelo contrario, algumas cepas de BAL possuem
funcBes de promocéo da saude (DE MELO PEREIRA et al., 2018). No grupo das
BAL, muitas espécies apresentam propriedades probidticas. Os probioticos séo
micro-organismos vivos que, quando ingeridos em quantidades suficientes,
conferem beneficios a satde do consumidor (FAO/WHO, 2001). Para que os
beneficios a saude sejam obtidos, € essencial que o produto probibtico apresente
um numero de micro-organismos viaveis de pelo menos 10° UFC/mL ou g do

alimento, até o momento do consumo. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
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(ANVISA) preconiza ainda que a ingestdo dessa dose seja diaria, para a
obtencdo maxima dos efeitos benéficos dos probidticos (BRASIL, 2008).

Alimentos que contém micro-organismos probidticos sdo considerados
alimentos funcionais. Conforme a ANVISA (1999), o alimento ou ingrediente que
alegar propriedades funcionais ou de saude pode, além de funcdes nutricionais
basicas, quando se tratar de nutriente, produzir efeitos metabdlicos e ou
fisiologicos e ou efeitos benéficos a saude, devendo ser seguro para consumo
sem supervisdo meédica. No Brasil, o0 mercado de alimentos funcionais
representa cerca del5% do mercado de alimentos, com crescimento anual de
aproximadamente 20% (COSTA; ROSA, 2016).

O interesse pelo desenvolvimento de produtos contendo micro-
organismos probidticos demonstra um grande potencial na promoc¢éo da saude
humana e, podem ser facilmente fornecidos aos consumidores por incorporacao
em produtos lacteos, tais como o iogurte e leites fermentados (AKIN; OZCAN,
2017). A legislagéo brasileira define os leites fermentados como os produtos
adicionados ou ndo de outras substancias alimenticias, obtidas por coagulagéo
e diminuicdo do pH do leite, ou reconstituido, adicionado ou ndo de outros
produtos lacteos, por fermentacao latica mediante adicdo de cultivos de micro-
organismos especificos, o que inclui iogurte, leite fermentado ou cultivado, leite
aciddfilo, kefir, kumys e coalhada (BRASIL, 2007).

O Rio Grande do Sul é classificado como maior produtor nacional de
amoreira-preta. A amora-preta pertence ao grupo das pequenas frutas
vermelhas que demonstram propriedades benéficas a salde, devido a sua
composicdo quimica (RASEIRA; ANTUNES, 2004). A fruta é apreciada pelos
consumidores e é descrita como um alimento com diversos beneficios a saude
(DA SILVA et al., 2019). Possui propriedades terapéuticas que sao atribuidas a
alta concentragdo de compostos biologicamente ativos, como compostos
fendlicos, taninos elagicos e acido ascorbico (OSZMIAYSKI et al., 2015), sendo
considerada uma fruta com alto potencial antioxidante.

Nesse contexto, a elaboragdo de um leite caprino fermentado com
caracteristicas funcionais pela adicdo dos probidticos Bifidobacterium e
Lactobacillus acidophilus, e da amora-preta, torna-se um produto atrativo para o

mercado de lacteos na regido sul do Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir um leite caprino fermentado com caracteristicas funcionais pela
adicdo dos probidticos Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 e

Lactobacillus acidophilus LA-5, adicionado de polpa de amora-preta.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir um leite caprino fermentado a partir de Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus bulgaricus com polpa de amora-preta;

e Desenvolver um leite caprino fermentado com carater probiético através
da adicdo da cultura de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 e
Lactobacillus acidophilus LA-5, com polpa de amora-preta;

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas e potencial antioxidante da
polpa de amora-preta;

e Avaliar a viabilidade das culturas iniciadoras e probidticas durante o
periodo de armazenamento nos leites fermentados;

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do leite
caprino fermentado probiético de amora-preta,

e Avaliar a aceitacdo sensorial e a intencdo de compra do leite caprino

fermentado probiotico de amora-preta.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LEITE CAPRINO

O leite caprino tem sido uma parte importante da nutricdo humana ha
milénios, devido a maior semelhanca com o leite humano, formacéo de coalhada
mais macia, maior propor¢cdo de pequenos globulos de gordura do leite e
propriedades hipoalergénicas em comparagcdo com o leite bovino (CLARK,
GARCIA, 2017). As gorduras do leite caprino sdo formadas, em grande parte,
por acidos graxos de cadeias médias e curtas. Além disso, os glébulos de
gordura sdo de tamanho menor comparado ao leite bovino, sendo mais
rapidamente absorvidos pelo organismo humano, apresentando maior
digestibilidade (CRUZ et al., 2016).

Em relacdo a alergenicidade, o leite caprino apresenta um conteudo
baixo de aSl-caseina, sendo esta a principal razdo pela qual o leite caprino
provoca menos reacgdes alérgicas, quando comparado ao leite bovino (SONG et
al., 2020). Segundo a ANVISA (1999), o leite caprino pode ser classificado como
alimento funcional, por apresentar altos teores de determinados acidos graxos
benéficos ao organismo, qualidade superior ao leite de vaca em relacdo a
propriedades nutricionais e terapéuticas, além de melhor digestibilidade,
alcalinidade, teor de proteinas de alto valor nutritivo e hipoalergenicidade.

As condicbes de producdo, identidade e os requisitos minimos de
qualidade do leite caprino destinado ao consumo humano sdo estabelecidos
através da Instrucdo Normativa 37 do MAPA (BRASIL, 2000). Sao considerados
como padrdes minimos: 2,8% de proteina bruta, 4,3% de lactose, 8,2% solidos
nao gordurosos e 0,7% de cinzas. O leite caprino apresenta uma coloracao
branco-porcelana e o leite de vaca apresenta uma colora¢do branco-amarelada
devido a auséncia de beta carotenos (pigmento alaranjado precursor da vitamina
A) (CRUZ et al., 2016).

3.2 BACTERIAS ACIDO-LATICAS (BAL)
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A industria alimenticia tem utilizado bactérias acido-laticas (BAL) nos
mais variados produtos, como culturas iniciadoras ou adjuntas em leites
fermentados e queijos, pois elas desempenham um papel de favorecer
caracteristicas sensoriais e tecnoldgicas, além de promover a conservacao
inibindo & competicdo da microbiota deteriorante e de agentes patogénicos. Os
derivados do leite sdo bons meios de crescimento para as BAL, pois contém
fatores e substratos indispensaveis para a fermentacdo, como agucares e
proteinas (ORDONEZ et al., 2007; GAVA et al., 2008).

As BAL sao bactérias Gram-positivas, com morfologia de cocos ou
bacilos, catalase e oxidases negativas, ndo formadoras de esporos e
anaerobicas facultativas, tém como principal caracteristica a producéo de &cido
latico pela fermentacdo de carboidratos (SILVA et al.,, 2017), mas também
peptideos antimicrobianos, diacetil, peréxido de hidrogénio (H202) e diéxido
carbonico (CO2) (BACHTARZI et al., 2019). Encontram-se em ambientes ricos
em nutrientes, onde carboidratos e proteinas sdo abundantes (VIVEK et al.,
2019). As BAL séo reconhecidas pela Food and Drug Administration (FDA) como
GRAS (Generally Regonized as Safe) porque sua ingestdo néo representa risco
a saude do consumidor (LEE et al., 1999), pelo contrario, algumas cepas de BAL
possuem func¢bes de promocao da salude (DE MELO PEREIRA et al., 2018).

As atividades enzimaticas desses micro-organismos contribuem para as
propriedades organolépticas, reolégicas e nutricionais finais dos produtos
fermentados, sendo, portanto, o principal grupo empregado na tecnologia de
alimentos (DOS SANTOS CRUXEN et al., 2019). As BAL possuem duas vias
principais de fermentacdo, homofermentativas ou heterofermentativas. Através
da primeira, produzem principalmente &cido latico a partir de agUcares, enquanto
as BAL heterofermentativas produzem acido latico, acido acético ou alcool e
diéxido de carbono (MOKOENA et al., 2016).

As BAL apresentam ainda significativo efeito inibitoério sobre o
crescimento e a producao de toxinas de outras espécies de bactérias, devido as
suas propriedades metabdlicas, como a producéo de acido latico e bacteriocinas
(DA COSTA et al., 2016). Esses micro-organismos podem ser uma alternativa
aos aditivos alimentares, devido a producdo de compostos que inibem a
multiplicacdo de micro-organismos patogénicos e deteriorantes (MOHAMED;
CON, 2021).
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Os principais géneros pertencentes ao grupo de BAL sao: Lactobacillus,
Lactococcus, Enterococcus e Pediococcus (ALBAYRAK; DURAN, 2021). As
espécies que sao consideradas mais importantes para aplicacdo na area de
alimentos, fazem parte da familia Lactobacillacea, fermentam carboidratos e tém
capacidade em fermentar frutanos extracelulares, amido e glicogénio (ZHENG
et al., 2020).

3.3 MICRO-ORGANISMOS PROBIOTICOS

Estudos apontam que algumas cepas de BAL sao denominadas
probiéticas, pois conferem beneficios a salde dos consumidores (DE MELO
PEREIRA et al., 2018). Naturalmente, as BAL estédo presentes no leite caprino e
seus derivados, o0 que os torna produtos ideais para adicdo das mesmas,
principalmente de cepas probidticas. Os probidticos sdo micro-organismos vivos
que conferem efeito benéfico ao individuo quando consumidos em quantidades
adequadas (FAO/WHO, 2001). Segundo a ANVISA (2008) a ingestdo minima
deve ser de 10% a 10° UFC na recomendacéo diaria do produto pronto para
consumo (100 mL ou 100 g).

Os probidticos possuem fungdes promotoras de saude como
colonizacdo do trato gastrointestinal, barreira contra adesdo de bactérias
patogénicas aos tecidos epiteliais do intestino, prevencdo da intolerancia a
lactose, efeitos anticarcinogénicos, reversdo dos sintomas de depressdo e
ansiedade (LEVIT et al., 2020). Somado a isso, observa-se reducédo dos niveis
de colesterol e aumento dos niveis de anticorpos (ILAVENIL et al., 2016).

As espécies de BAL probidticas mais utilizadas pertencem a familia
Lactobacillaceae: L. acidophilus, L. casei shirota, L. casei var. rhamnosus, L.
casei var. defensis, L. paracasei e L. lactis. As ndo lacticas sdo do género
Bifidobacterium: Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longun,
Bifidobacterium bifidum e Bifidobacterium animalis (YERLIKAYA et al., 2021).

Os probidticos devem, necessariamente, resultar em efeitos benéficos
mensuraveis sobre a saude, substanciados por estudos in vitro e in vivo, sendo
uma das etapas a persisténcia e viabilidade no trato gastrointestinal, que se inicia
com a sobrevivéncia a acédo do pH e enzimas salivares, devendo sobreviver as

condi¢cdes &cidas do estdbmago, os sais biliares e enzimas pancreéticas do
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intestino e, ainda multiplicar e aderir-se as células da mucosa intestinal (MARTIN
et al., 2015). A viabilidade dos probidticos no produto € muito importante, pois
estes deverdo apresentar habilidades para sobreviver as condi¢cdes de processo,
aos fatores intrinsecos do alimento e ao armazenamento do produto
(PAPADOPOULOU et al., 2018).

3.4 PRINCIPAIS CULTURAS PROBIOTICAS

Os principais probioticos utilizados na fabricacdo de alimentos
pertencem aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium e séo Uteis no controle
de micro-organismos deteriorantes e patogénicos, devido as bacteriocinas e
acidos que produzem (MOKOEMA et al., 2021).

Lactobacillus sdo micro-organismos Gram-positivos, apresentando
forma de bastonetes, retos ou curvos. Sao catalase negativos, anaerobios ou
aerotolerantes ou microaerofilicos, ndo esporulados e mesofilicos. As condi¢cées
Otimas para sua multiplicacdo sdo geralmente entre 35 °C e 40 °C, e produzem
acido latico como principal produto da fermentacdo de carboidratos
(GOLDSTEIN et al., 2015), motivo pelo qual resistem em ambientes mais acidos.
O pH o6timo para o crescimento de Lactobacillus esta entre 4,5 e 6,4, nao
crescendo em pH inferior a 3,6 (REN et al., 2013).

As bactérias do género Bifidobacterium sdo gram-positivas, néo
formadoras de esporos (SALGADO, 2017). Dentro desse género, a espécie mais
utilizada em produtos lacteos € B. animalis subsp. lactis por apresentar boa
tolerancia aos produtos das bactérias, como &cidos que consequentemente
reduzem o pH. Estas bactérias sdo consideradas anaerébicas e, portanto, a
presenca de oxigénio influencia negativamente o crescimento e a viabilidade das
mesmas (YERLIKAYA et al., 2021). Os probidticos desse género podem
absorver oligossacarideos para o metabolismo fermentativo de hexoses e
pentoses, produzindo lactato, acetato, bem como acidos graxos de cadeia curta
e propionato. Estes produtos finais sdo conhecidos por terem efeitos importantes
na saude humana (FLORINDO et al., 2018).
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3.5 CRITERIOS DE SELECAO DE MICRO-ORGANISMOS PROBIOTICOS

Para classificar o micro-organismo como probiético, 0 mesmo deve
atender os seguintes critérios: 0 género ao qual pertence a bactéria ser de
origem humana, a estabilidade frente ao acido e a bile, a capacidade de aderir a
mucosa intestinal, a capacidade de colonizar, a0 menos temporariamente, o trato
intestinal humano, a capacidade de produzir compostos antimicrobianos e ser
metabolicamente ativo no intestino. Além de ser segura para uso humano, ou
seja, historico de ndo patogenicidade e ndo estar associado a doencas, além da
auséncia de genes determinantes da resisténcia aos antimicrobianos (COLLINS;
THORNTON; SULLIVAN, 1998; LEE et al., 1999). Para avaliacdo dos
parametros de seguranca microbioldgica, entre os testes realizados, destacam-
se: a atividade da enzima Dnase, onde verifica-se a presenca da enzima Dnase,
a qual degrada o &cido nucléico; a atividade hemolitica que verifica se 0s micro-
organimos produzem hemolisina, com capacidade de lisar hemacias; a atividade
da enzima gelatinase, com o intuito de verificar a producao da gelatinase, capaz
de hidrolisar o colageno e alguns peptideos; e a susceptibilidade a
antimicrobianos de uso clinico, com a finalidade de testar os isolados com
diferentes antimicrobianos e analisar se estes sdo sensiveis ou resistentes
(FUNCK et al., 2019).

Segundo a ANVISA (2008), a quantidade minima viavel para probioticos
deve ser de 10® a 10° UFC na recomendacdo diaria do produto pronto para
consumo (100 mL ou 100 g), ressaltando-se que valores menores tém sido
aceitos, desde que comprovada sua eficacia.

Outras caracteristicas interessantes que sdo potencialmente
importantes para as BAL probidticas séo a presenca de fatores de fixagdo, como
fimbrias e pili, e a producdo de compostos antimicrobianos, como &cidos,
peréxido de hidrogénio ou bacteriocinas, que podem aumentar a capacidade das
bactérias de competir contra outros micro-organismos intestinais e podem
potencialmente inibir patbgenos (SANDERS et al., 2019). Mais de 90% dos
genomas de S. thermophilus, L. acidophilus e L. helveticus mostraram genes

envolvidos na producéo de bacteriocinas (DE FILIPPIS et al., 2020).
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3.6 MECANISMOS DE ACAO DOS PROBIOTICOS

Os probiodticos podem exercer seus efeitos benéficos no organismo a
partir de varios mecanismos de acdo que podem atuar independentemente ou
associados, sendo estes 0s mais importantes: inibicdo de patégenos, sintese de
substancias antimicrobianas, modulacdo da resposta imune, restabelecimento
da homeostase microbiana e protecéo da barreira epitelial (OELSCHLAEGER,
2010).

Uma das formas empregadas pelas bactérias probioticas para inibir a
atividade das bactérias patogénicas no intestino € por meio da excluséo
competitiva, na qual o probiético compete com o patégeno pelos sitios de adesdo
na mucosa intestinal, impedindo sua agéo transitoria. A sintese de substancias
com atividade antimicrobiana é um outro modo de ac&do. Entre os compostos
antimicrobianos produzidos por bactérias probidticas estdo as bacteriocinas,
acidos organicos volateis, peroxido de hidrogénio (nos ambientes em que
oxigénio esta presente), diacetil, B-hidroxipropionaldeido (produzido por
Lactobacillus reuteri), além de peptideos (ou proteinas) com atividade
bacteriostatica ou bactericida (SANDERS; KLAENHAMMER, 2001).

Estudos apontam que os probiéticos influenciam na inducao da resposta
antitumoral mediada por células T e na ativacao de macréfagos, assim como, na
supressdo da formacdo de tumores de colon e na inibicdo de metastases
pulmonares (KATO et al., 1988; LOURENCO et al., 2013; COPPOLA; TURNER,
2004). Os probiéticos podem atuar ainda sobre o metabolismo celular, reduzindo
a concentracdo de amonia no organismo e liberando enzimas como a lactase
(DE VRESE et al., 2001).

3.7 BENEFICIOS DO CONSUMO DE PROBIOTICOS

Dentre os beneficios conferidos a ingestéo de probiéticos, destacam-se:
reducdo dos niveis de colesterol, pela producdo de inibidores da sintese de
colesterol e do uso do colesterol pela assimilacdo e precipitagdo com sais biliares
desconjugados; imunomodulacdo, devido ao aumento na producdo de
macrofagos e estimulacdo ou produgédo de células supressoras e y-interferon;

blogueio da adesdo de bactérias patogénicas ao epitélio intestinal, atuacédo na
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prevencao e alivio dos sintomas de doencas inflamatoérias e cancer intestinal, na
modulacdo de reacbes alérgicas, na reducdo de sintomas da intolerancia a
lactose (GOMES; MALCATA, 1999; KOPP-HOOLIHAN, 2001; PEREIRA;
GIBSON, 2002; DE FILIPPIS et al., 2020).

Segundo Vandenplas et al. (2015), apesar de o trato gastrointestinal ser
0 alvo mais importante para o uso de probidticos, para outras areas do corpo,
como a boca, o trato urogenital na prevencao das infec¢des urinarias, o trato
reprodutivo na prevencgéao das infec¢cdes no sistema reprodutivo e na prevencao

de doencas dermatologicas em geral.

3.8 LEITE FERMENTADO

Os leites fermentados apresentam um elevado potencial no
desenvolvimento de novos produtos, principalmente por estar relacionado com
a saude e com a praticidade no consumo. As industrias de alimentos tém
explorado essa matriz devido a suas caracteristicas, que permite a viabilidade
funcional dos ingredientes adicionados, a aceitabilidade dos produtos lacteos, e
a relacéo que os consumidores fazem com o aspecto de saudabilidade (COSTA
et al., 2013).

Conforme o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites
Fermentados, definido pela Instrucdo Normativa N° 46, estes produtos sdo
resultantes da fermentacéo realizada com um ou varios dos seguintes cultivos:
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium sp., Streptococus
salivarius subsp. thermophilus e/ou outras bactérias acido-lacticas que, por sua
atividade, contribuem para a determinacéo das caracteristicas do produto final
(BRASIL, 2007).

Conforme a Instrucdo Normativa N° 46 (BRASIL, 2007), os leites
fermentados se classificam de acordo com o conteudo de matéria gorda em:

a) Com creme: aqueles cuja base lactea tenha um contedudo de matéria
gorda minima de 6,09/100g.

b) Integrais: aqueles cuja base lactea tenha um contedudo de matéria
gorda minima de 3,0g9/100g.

c) Parcialmente desnatados: aqueles cuja base lactea tenha um

conteudo de matéria gorda maxima de 2,99/100g.
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d) Desnatados: aqueles cuja base lactea tenha um contetido de matéria
gorda maxima de 0,5g9/100g.

Sao obrigatdrios na composicao dos leites fermentados: leite e/ou leite
reconstituido em seu contetado de gordura; cultivo de bactérias lacticas e/ou
cultivo de bactérias lacticas especificas, correspondendo ao produto desejado
(BRASIL, 2007). Sao opcionais: (l) leite concentrado, creme, manteiga, gordura
anidra de leite ou butteroil, leite em po, caseinatos alimenticios, proteinas
lacteas, outros solidos de origem lactea, soros lacteos, concentrados de soros
lacteos; (Il) frutas em forma de pedacos, polpa(s), suco(s) e outros preparados
a base de frutas; (Ill) malto dextrinas;(IV) outras substancias alimenticias tais
como: mel, coco, cereais, vegetais, frutas secas, chocolate, especiarias, café,
outras, s0s ou combinadas; (V) aclUcares e/ou glicidios (exceto polialcodis e
polissacarideos); (VI) cultivos de bactérias lacticas subsidiarias; (VII) amidos ou
amidos modificados em uma propor¢cdo maxima de 1% (m/m) do produto final.
Os ingredientes opcionais ndo lacteos, s6s ou combinados deverdo estar
presentes em uma propor¢do maxima de 30% (m/m) no produto final (BRASIL,
2007). As caracteristicas fisico-quimicas dos leites fermentados estéo
representadas na Tabela 1.

Os leites fermentados devem possuir a consisténcia firme, pastosa,
semisdlida ou liquida. A coloracdo deve ser branca, ou ainda, pode variar de
acordo com as substancias alimenticias e/ou corantes adicionados. O odor e o
sabor sdo caracteristicos, ou também de acordo, com as substancias
alimenticias e/ou substancias aromatizantes/saborizantes adicionadas. Além
disso, as bactérias lacticas devem estar viaveis, ativas e abundantes no produto
durante o periodo de vida atil (BRASIL, 2007). Os leites fermentados deverao
cumprir os requisitos considerados na Tabela 2 durante o seu periodo de
validade (BRASIL, 2007).



Tabela 1 — Requisitos fisico-quimicos de leites fermentados.
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Matéria gorda Acidez Proteinas
Produto lactea (g acido lacteas
(9/1009g)* latico/100gq) (9/1009g)*
Com creme Min. 6,0 0,6a20 Min. 2,9
Integral 3,0a5,9 0,6a20 Min. 2,9
Parcialmente
desnatado 0,6a29 0,6a2,0 Min. 2,9
Desnatado Max.0,5 0,6a20 Min. 2,9

Fonte: BRASIL, 2007. * Os leites fermentados com agregados, acucarados e/ou saborizados
poderdo ter conteido de matéria gorda e proteinas inferiores, ndo devendo reduzir-se a uma
proporcdo maior do que a porcentagem de substancias alimenticias ndo lacteas, aglcares
acompanhados de glicidios (exceto polissacarideos e polialco6is) e/ou amidos modificados e/ou
maltdextrina e/ou aromatizante / saborizante adicionados.

Tabela 2 — Contagem de micro-organismos em leites fermentados.

Contagem de bactérias Contagem de leveduras

Produto
lacticas totais (UFC/q) especificas (UFC/qg)

logurte Min. 107(*) -

Leite fermentado Min. 108 (¥) -

Leite acidofilo Min. 107 -

Kefir Min. 107 Min. 107(*)
Kumys Min. 107 Min. 107(*)
Coalhada Min. 108 -

Fonte: BRASIL, 2007. (*) No caso em que se mencione o uso de bifidobactérias, a contagem
sera de no minimo 10% UFC de bifidobactérias/g.

3.8.1 Fluxograma de producdao de leites fermentados

A principal matéria-prima na elaboragéo de produtos fermentados é o
leite. Este deve ser de alta qualidade, pois influencia diretamente nas
caracteristicas finais desejaveis do produto e na sua vida util (MARTIN, 2002).
Mesmo com 0 avanco da tecnologia empregada no processo, ndo € possivel
fabricar um produto de boa qualidade a partir de uma matéria-prima deficiente
(RITTER, 2004). Por tanto, o leite deve ser higienicamente produzido e
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manipulado, de composicao fisico-quimica adequada, isento de antimicrobianos
e preservativos e nao deve ser utilizado congelado, para que nao altere a textura
do produto (REDETEC, 2008).

Alguns defeitos do leite podem impedir seu uso na fabricacéo de leites
fermentados, como por exemplo, a acidez elevada causada pela multiplicacéo
de micro-organismos e conservacao inadequada, 0s quais levam a precipitacéo
do leite no aquecimento. A estocagem por periodo superior a 24 horas pode
deixa-lo com sabor amargo, causado por bactérias psicrotroficas. Esse sabor
persiste ao tratamento térmico, prejudicando o sabor do produto final. O teor
lipidico pode gerar sabor de ranco e tem a mesma caracteristica de se manter
pés-tratamento térmico (RITTER, 2004).

As fases de fabricacdo consistem em preparacao preliminar da base de
leite, homogeneizacgdo, tratamento térmico, fermentacao, refrigeracao, adicao
opcional de frutas, envase e armazenagem (TAMINE, 2011). Durante a
homogeneizacdo, o leite passa através de um pequeno orificio a elevada
pressdo no homogeneizador, com o intuito de reduzir o tamanho dos glébulos de
gordura e impedir a coalescéncia e formacao da linha de nata (ORDONEZ et al.
2007). O tratamento térmico pode variar de 75 °C por 15 segundos, até o
tratamento UHT a 133 °C por um segundo. No entanto, as condi¢bes 6timas
descritas na literatura séo de 80 a 85 °C por 30 minutos em sistema descontinuo
e de 90 a 95 °C durante cinco minutos em sistemas de fluxo continuo
(ORDONEZ et al. 2007).

ApGs a pasteurizagdo do leite, deve-se resfrid-lo a temperatura
especifica para cada cultura iniciadora. Quando o objetivo é fabricar iogurte, a
temperatura deve ser ajustada entre 40 a 45 °C, mas quando se pretende o
desenvolvimento de Bifidobacterium spp. ou outras bactérias probidticas, a
temperatura deve ser de 37 °C (ORDONEZ et al. 2007).

Quando o leite atinge a temperatura ideal, adiciona-se a cultura
iniciadora preparada previamente. Apos a adi¢do da cultura iniciadora no leite, o
conjunto deve ser novamente homogeneizado, por cerca de dois minutos e o
leite deve permanecer em completo repouso por aproximadamente quatro horas
(MUNDIM, 2008; REDETEC, 2008). ApOs esta etapa, podem ser adicionados
ingredientes ao leite fermentado, como polpas de frutas, aromatizantes, agentes

adocantes e espessantes, desde que se siga as normas estabelecidas pela
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legislacdo vigente. A adicdo pode ser feita por processo em batelada ou
continuo, sempre promovendo agitacao suficiente para homogeneizacao de todo
o volume fermentado (TAMINE, 2006).

Ap0s a fermentacdo, os leites fermentados ndo deverdo ser submetidos
a qualquer tipo de tratamento térmico, pois o objetivo € que os micro-organismos
dos cultivos utilizados permanecam viaveis, ativos e em concentracao igual ou
superior a definida pela legislacdo (no produto final e durante seu prazo de
validade) (CARNEIRO et al.,2012).

Com a finalidade de frear a fermentacao, o leite fermentado deve ser
submetido a refrigeracdo a uma temperatura de no maximo 5 °C. O baixo pH e
a temperatura de refrigeracdo séo fundamentais para manter o produto por um
periodo de 15 a 20 dias. A temperatura de armazenamento e comercializagao
deve ser de 2 a 5 °C e, estes produtos devem ser envasados em materiais
adequados que ndo sofram alteracGes a esta temperatura, de forma a conferir
ao produto uma protecdo adequada (CARNEIRO et al., 2012). A legislacéo
brasileira obriga que todo leite ou produto lacteo obtido a partir de um leite que
nao seja o bovino, tenha em seu rotulo a espécie animal que o produziu (CRUZ
et al., 2016).

3.9 AMORA-PRETA

A amora-preta é uma fruta altamente nutritiva, contendo 85% de agua,
10% de carboidratos, com elevado contetdo de minerais, destacando-se o calcio
e 0 potassio, e vitaminas A, B e C, é apontada como ténico muscular em
atividades esportivas e na prevencao da osteoporose (RASEIRA; ANTUNES,
2004). Uma série de funcdes e constituintes quimicos séo relacionados as
qualidades da amora-preta, entre estes, o0 acido elagico. Esse acido tem fungéo
antimutagénica, anticancerigena e um potente inibidor da inducdo quimica do
cancer (RASEIRA; ANTUNES, 2004). O principal flavondide encontrado nos
frutos da amoreira-preta sdo as antocianinas que atuam no organismo como
antioxidantes (DA SILVA et al., 2019). Sé&o atribuidas as frutas de amoreira-preta
propriedades como, o controle de hemorragias em animais e seres humanos,
controle da presséo arterial e efeito sedativo, fungédo antioxidante, entre outras
(BRAGA et al., 2019).
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Os frutos do género Rubus sp. possuem um sabor mais acentuado para
acido, tornando seu consumo favorecido através das formas processadas ou em
adicdo em produtos lacteos como iogurtes e leites fermentados (SILVA et al.,
2019), visto que neste ultimo, pode-se adicionar ingredientes lacteos e também
€ permitida a adicdo de substancias alimenticias, como polpa e suco de frutas,
no limite de 30% do produto final (BRASIL, 2007).
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4 MANUSCRITO

TITULO: LEITE CAPRINO FERMENTADO PROBIOTICO COM ADICAO DE
AMORA-PRETA

Bibiana Bittencourt Bicca, Khadija Bezerra Massaut, Elisa dos Santos Pereira,
Marcia Vizzoto Foster, Wladimir Padilha da Silva, Angela Maria Fiorentini,

Graciela Volz Lopes

RESUMO

O leite caprino € considerado um alimento com elevado valor nutricional e grande
importancia na alimentacéo pelas suas caracteristicas de hipoalergenicidade e
melhor digestibilidade, quando comparado ao leite bovino. O leite caprino pode
ser utilizado para a fabricacdo de uma grande variedade de produtos lacteos,
sendo 0s queijos os produtos mais comumente comercializados. Objetivou-se
neste estudo produzir um leite caprino fermentado com caracteristicas funcionais
pela adicdo dos probidticos Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-
12/Lactobacillus acidophilus LA-5, e adicionado de polpa de amora-preta. Dois
leites fermentados a partir de leite caprino foram preparados, diferindo-se quanto
a presenca ou nao de cultura probidtica. O tratamento LFA consistiu em leite
caprino fermentado com adicdo de culturas iniciadoras (Streptococcus
thermophillus e Lactobacillus bulgaricus) e polpa de amora-preta; e o tratamento
LFPA consistiu em leite caprino fermentado com adicdo da combinacéo de
cultura iniciadora e culturas probibticas (Streptococcus thermophillus,
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 e Lactobacillus acidophilus LA-5) e
polpa de amora-preta. Para a polpa de amora-preta, o valor de pH foi de 3,311
e a acidez em percentual de &acido citrico foi de 1,26%. Com relacdo a
antocianinas, observou-se 1614,98 mg para cada 100 g de cianidina-3-
glicosideo e 40252,19 ug do equivalente trolox para cada 100 g de amostra seca
para atividade antioxidante. O pH, acidez do produto e viabilidade das culturas
iniciadoras e probidticas foram avaliados para LFA e LFPA nos dias 0, 7, 14, 21
e 35. No produto final, foram realizadas as analises fisico-quimicas de gordura,
proteinas, carboidratos, umidade e cinzas, bem como a analise sensorial com
avaliadores nao treinados. Com relacdo aos valores de pH, observou-se uma
diferenca significativa (p < 0,05) entre LFA e LFPA apenas no dia 14 de
armazenamento, porém a acidez foi superior para LFPA nos dias 7, 14, 21 e 35.
As concentragcdes de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 e
Lactobacillus acidophilus LA-5, mantiveram-se em contagens elevadas (> 6 Log
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UFC.gY), durante os 35 dias de armazenamento. Na analise sensorial do leite
caprino fermentado probiético de amora-preta (LFPA), a cor foi o atributo que
recebeu maior pontuacéo, seguido da textura, aspecto global, aroma e sabor,
apresentando um indice de aceitabilidade de 85,5%. Com relacéo a intencao de
compra, 97,5% dos consumidores comprariam o produto, indicando potencial
para comercializagdo. Diante do exposto, comprova-se que é possivel produzir
um leite caprino fermentado probidtico de amora-preta, o qual mantém suas
caracteristicas funcionais preservadas durante o armazenamento por 35 dias e
tem boa aceitacédo sensorial.

Palavras-chave: alimento funcional, antioxidante, bactérias acido-laticas,
Bifidobacterium, Lactobacillus.
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4.1 INTRODUCAO

O leite caprino é considerado um alimento com elevado valor nutricional
por apresentar uma composicdo quimica com proteinas de alto valor bioldgico e
acidos graxos benéficos ao organismo, além de seu conteddo de minerais e
vitaminas. Apresenta grande importancia na alimentacdo infantil pelas suas
caracteristicas de hipoalergenicidade e digestibilidade elevada devido aos
globulos de gordura diminuidos e acidos graxos de cadeia médias e curtas

(JUNIOR et al., 2020; SONG et al., 2020).

O fornecimento do leite caprino aos consumidores, além de sua forma
fluida, pode ser feito através da elaboracdo de produtos lacteos, dentre eles o
leite fermentado. Conforme a portaria N° 46 (BRASIL, 2007) que dispde sobre o
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTQI) de Leites Fermentados,
estes derivados lacteos, sdo produtos adicionados ou ndo de outras substancias
alimenticias, obtidas por coagulacdo e diminuicdo do pH do leite, ou
reconstituido, adicionado ou ndo de outros produtos lacteos, por fermentacdo
latica mediante acdo de cultivos de micro-organismos especificos, os quais
devem manter-se viaveis, ativos e abundantes no produto final durante seu prazo

de validade (BRASIL, 2007).

Os probidticos sdo micro-organismos vivos que, quando ingeridos em
guantidades suficientes, conferem beneficios a saude do consumidor
(FAO/WHO, 2001; HILL et al., 2014), podendo ser consumidos incorporados aos
alimentos fermentados ou como suplementos alimentares. As bactérias mais
comuns gue tém sido empregados como probidticas e estao disponiveis para as
industrias de alimentos sdo Lactobacillus acidophilus e varias espécies do

género Bifidobacterium, como Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum,
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Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium breve e Bifidobacterium infantis
(RICCI et al., 2017), as quais fazem parte da microbiota intestinal do homem.
Estes géneros sdo os mais utilizados devido a sua seguranca e eficacia
comprovada, porém o emprego de Saccharomyces, Lactococcus,
Streptococcus, Enterococcus, Bacillus, Roseburia, Akkermansia e
Propionibacterium, também é relatado (AMIGO et al., 2022). Para que haja um
impacto benéfico na saude, os probidticos devem ser capazes de sobreviver em
condicBes adversas do trato gastrointestinal de humanos, incluindo a capacidade
de sobreviver a passagem pelas enzimas salivares e ao pH, resistir ao suco
gastrico, sais biliares e enzimas pancreéticas do intestino, multiplicando-se e

colonizando o intestino (WAN et al., 2018).

Alimentos que contém micro-organismos probioticos estédo incluidos na
categoria de alimentos funcionais (FAO/WHO, 2001) e o consumo regular de
leites fermentados probidticos pode trazer beneficios aos consumidores. Em
relacéo ao trato gastrointestinal, as bactérias probidticas influenciam a producédo
de mucina, que atuam na lubrificacdo e protecédo epitelial, reduzindo entédo a
colonizagdo por patégenos. Regulam também a expressdo das juncdes
intercelulares entéricas, o que interfere na permeabilidade celular e a integridade
da barreira epitelial (AMIGO et al., 2022). Outros beneficios a saide humana,
retratados pelo uso de probidticos sao contribuicdes para o tratamento de
doencas respiratérias, atopicas, urogenitais, combate a hipertensdo e
hipercolesterolemia, controle de doencas inflamatorias intestinais e alergias
alimentares, osteoporose, assim como protecdo contra o cancer de célon e

bexiga (RANADHEERA et al., 2010).
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Além da adicdo de bactérias probioticas, os leites fermentados também
podem ter a adicdo opcional de diferentes frutas (pedacos, polpa) (BRASIL,
2007), as quais podem fornecer caracteristicas sensoriais e nutricionais ao
produto lacteo (PRESTES et al., 2021). A amora-preta (Rubus sp.) apresenta
elevado valor nutritivo, contendo carboidratos, minerais (calcio e potassio), fibras
alimentares e um grande namero de vitamina essenciais. Além de ser fonte de
compostos funcionais, como compostos fendlicos (principalmente antocianinas)
(HAYTOWITZ; PEHRSSON, 2018). As antocianinas sdo pigmentos naturais,
responsaveis pelas cores de muitas frutas e vegetais, que apresentam atividades
antioxidantes, anti-inflamatdrias e antimicrobianas e também desempenham um
papel essencial na prevencdo de diabetes, cancer, doencas neuronais e
cardiovasculares (PENA-SANHUEZA et al., 2017). O consumo de amoras tem
sido associado a efeitos neuroprotetores, hipoglicémicos, hipolipidémicos,
antioxidantes, anti-inflamatorios, anticancerigenos e cardioprotetores (CHAVES
et al., 2020). Desta forma, além do fruto in natura ainda pode-se consumir a
amora na forma de sucos, doces, bem como pode ser incorporada na

composicdo em leites fermentados, tornando-os ainda mais nutritivos.

Diante do exposto, no presente estudo objetivou-se produzir leite caprino
fermentado com caracteristicas funcionais pela adicdo de Bifidobacterium
animalis subsp. lactis Bb-12/Lactobacillus acidophilus LA-5 e polpa de amora-

preta.
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4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Local do estudo e origem da matéria-prima

Como matéria-prima para a elaboracdo dos leites fermentados foi
utilizado o leite caprino beneficiado em um laticinio localizado no municipio de
Alegrete, registrado no Servico de Inspec¢dao Municipal (SIM) de Alegrete. A
agroindustria beneficia, em média, 900 litros por dia, provenientes de cerca de
150 cabras em lactagéo, principalmente da raca Sannen, produzindo queijos,
iogurtes, sorvetes e leite pasteurizado. A producédo do leite caprino fermentado
e as analises foram realizadas no Laboratério de Processamento de Produtos
de Origem Animal (LPOA) e no Laboratoério de Microbiologia de Alimentos, da
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM), na Universidade Federal de

Pelotas (UFPel).

4.2.2 Polpa de amora-preta liofilizada

A amora-preta do género Rubus sp. (cultivar Tupy) utilizada no presente
estudo foi cultivada no campo experimental da Embrapa Clima Temperado
(Pelotas-RS), sem tratamento fitossanitario prévio. Os frutos inteiros foram
congelados e liofilizados em Liofilizador Liobras®. Apds, a amostra foi triturada
em moinho de bolas (Marconi — MA 350) e armazenada em ultra freezer a -80
°C. A caracterizacdo da polpa de amora-preta foi realizada através de:
determinacdo de pH (AOAC, 1995), acidez total titulavel (AOAC, 1995), sélidos
sollveis totais (AOAC, 1995), compostos fendlicos totais (SWAIN; HILLIS,
1995), antocianinas (FULEKI; FRANCIS, 1968) e atividade antioxidante

(VINHOLES et al., 2011; VINHOLES et al., 2014 com adaptacdes).

4.2.3 Producéao de leite caprino fermentado
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Foram produzidos dois tratamentos de leite fermentado a partir do leite

caprino, sendo:

e Tratamento 01 - LFA: leite caprino fermentado a partir de culturas
iniciadoras (Streptococcus thermophillus e Lactobacillus bulgaricus) e
adicao de polpa de amora-preta.

e Tratamento 2 - LFPA: leite caprino fermentado a partir da combinacéo
de cultura iniciadora (Streptococcus thermophillus) e culturas probiéticas
(Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12/ Lactobacillus acidophilus

LA-5) e adicdo de polpa de amora-preta.

A elaboracéao do leite caprino fermentado (LFA), consistiu em 1 L de leite
caprino integral pasteurizado, 10% de sacarose, 2,0 % de amora-preta liofilizada
e 0,2 % de culturas iniciadoras (Figura 1). Foram utilizadas as culturas
iniciadoras comerciais Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus (Chr. Hansen®). Primeiramente, o leite adicionado de
sacarose foi tratado termicamente a 95 °C/5 minutos. Apds, resfriou-se a 42 °C
para adicdo das culturas iniciadoras. Em seguida, a formulagéo foi incubada em
iogurteira (FunKitchen®), para ocorrer a fermentacdo. A cada duas horas foi
retirada uma aliquota de 10 mL da amostra e verificado o pH e acidez titulavel,
durante todo o periodo de fermentacdo, até atingir pH 4,6. A fermentacéo foi
interrompida pelo resfriamento rapido do produto em banho de agua gelada e
armazenado em refrigeracdo. Depois de resfriado, adicionou-se a amora-preta
liofilizada. O leite caprino fermentado de amora-preta foi envasado e mantido em

refrigeracdo a 4 °C por 35 dias para a realizacdo das analises.
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Na elaboracéo do leite caprino fermentado probidtico (LFPA), foi utilizado
1 L de leite caprino integral pasteurizado, 10% de sacarose, 2,0% de amora-
preta liofilizada e 1% de culturas iniciadoras e probiéticas (Figura 1). Foi utilizada
uma combinacdo de culturas de Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium
animalis subsp. lactis Bb-12 e Lactobacillus acidophilus LA-5, adquiridas
comercialmente (Chr. Hansen®). O leite adicionado de sacarose foi tratado
termicamente a 95 °C/5 minutos. Apds, resfriou-se a 37 °C para adicdo das
culturas bacterianas. As proximas etapas seguiram conforme o tratamento LFA.

Foram realizadas duas repeticbes para cada tratamento.

| Tratamento 1 - LFA ‘ | Tratamento 2 - LFPA

| 1 litro de leite caprino ‘ | 1 litro de leite caprino |

10% de sacarose 10% de sacarose
Aquecimento 90°Cpor 5 mineresfriamentoa42°C Aquecimento 90°Cpor5mine resfriamentoas7”C

0,2% cultura iniciadora 1% de cultura ABT
Fermentacdo Streptococcus thermophilus Fermentacdo Lactobacillus acidophilus
sicaépries Lactobacillus bulgaricus #7°CatépH 46 Bifidobacterium animalis

Streptococcus tf’lermop hilus

2,0 % de amora-preta ‘ 2,0 % de amora-preta

‘Acondicionamento ‘ ‘Acondicionamento ‘
Armazenamento Armazenamento
4 °C por 35 dias 4 °C por 35 dias

Figura 1 — Fluxograma de fabricac&o do leite caprino fermentado de amora-preta (LFA) e leite
caprino fermentado probiético de amora-preta (LFPA).

4.2.4 Analise de pH e acidez

A determinacdo do valor de pH foi realizada utilizando pHmetro digital
AK151 (AKSO®). Foi realizada a titulometria para determinar a acidez do

produto utilizando-se NaOH 0,1 N e fenoftaleina como indicador de viragem. Os
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resultados foram expressos em percentual de acido latico em 100 g de amostra.
As andlises foram realizadas em duplicata, durante o monitoramento do
processo fermentativo e nos tempos 0, 7, 14, 21 e 35 dias de armazenamento

do leite fermentado.

4.2.5 Viabilidade das culturas iniciadoras e culturas probiéticas no leite

caprino fermentado

A determinacdo da viabilidade das culturas iniciadoras e probioticas foi
realizada através da contagem de células vidveis nas amostras de leite
fermentado, realizada nos dias 0, 7, 14 e 21 e 35 de armazenamento do produto,
em duplicata com duas repeti¢cdes. Para a determinacdo da contagem de células
viaveis, 10 g de amostra foram homogeneizadas em 90 mL de Agua Peptonada
0,1%, seguida de diluicdes decimais seriadas (até 101°). Para contagem das
culturas iniciadoras do LFA, aliguotas de 0,1 mL das diluicdes 10°, 10° e 10~/
foram inoculadas em placas de Petri contendo agar MRS, as quais foram
incubadas a 37 °C por 72 h, em condi¢cdes anaerdbicas. Para contagem das
culturas iniciadoras e probioticas de LFPA, aliquotas de 0,1 mL das diluicdes 10
8 10° e 1019 foram inoculadas em placas de Petri contendo agar MRS
suplementado com 0,02% de bile bovina para contagem de Lactobacillus
acidophilus. As placas foram incubadas a 37 °C durante 72 h em condicfes
aerdbicas. Aliquotas de 0,1 mL das diluicdes 108, 10° e 101° foram inoculadas
em placas de Petri contendo agar MRS-LP cisteina para contagem de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12. As placas foram incubadas a 37 °C
durante 72 h em condicbes anaerdbicas. Por fim, aliquotas de 0,1 mL das
diluicdes 10°, 10, 107 e 108 foram inoculadas em placas de Petri contendo

agar Streptococcus thermophilus (ST) para contagem de Streptococcus
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thermophilus. As placas foram incubadas a 30 °C durante 48 h em condi¢des

aerdbicas. Os resultados foram expressos em Log UFC.g™.

4.2.6 Caracterizacdo do leite caprino fermentado probiético (LFPA)

Foi realizada a caracterizacéo do leite caprino fermentado probi6tico no
14° dia de armazenamento refrigerado, avaliando-se gordura, proteinas,

carboidratos, umidade e cinzas.

4.2.6.1 Gordura

O percentual de gordura foi determinado pelo método de Soxhlet,

utilizando o hexano como solvente (AOAC, 1995).

4.2.6.2 Proteinas e Carboidratos

A andlise de proteinas foi realizada através da determinacéo do teor de
nitrogénio total pelo método de Kjedahl e convertido em proteina bruta pelo fator
6,38 (AOAC, 1995). J4 a analise de carboidratos foi realizada por diferenca entre
100 e a soma das porcentagens de umidade, cinzas, gordura e proteinas

expressos em ¢g.1001 (AOAC, 1995).

4.2.6.3 Umidade e Cinzas

O percentual de umidade foi determinado pelo método de secagem em
estufa a 105°C e o percentual de cinzas foi determinado pelo método de

incineracdo em forno mufla a 550°C (AOAC, 1995).

4.2.7 Analises microbiolbgicas

Quanto ao aspecto de seguranca microbioldgica do produto, o leite

caprino fermentado probidtico foi analisado aos 14 dias de armazenamento sob
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refrigeracdo, quanto a presenca de bolores e leveduras, Escherichia coli e
Salmonella spp., segundo o método descrito por APHA (2002). Os resultados
foram interpretados de acordo com o preconizado pela IN 60 de 2019 (BRASIL,

2019).

Para pesquisa de Salmonella, 25 g do produto foram adicionados a 225
mL de Agua Peptonada Tamponada (APT), a qual foi incubada a 37 °C por 24
h. Apés incubacéo, aliquotas de 0,1 mL foram transferidas para tubos contendo
10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) e aliquotas de 1,0 mL para tubos
contendo 10 mL de caldo Tetrationato (TT), os quais foram incubados em banho-
maria a 42 °C por 24 h e em estufa a 37 °C por 24 h, respectivamente. Aliquotas
dos caldos RV e TT foram semeadas em placas de Agar Xilose Lisina
Desoxicolato (XLD) e Agar Hektoen Entérico (HE) pela técnica de esgotamento,
as quais foram incubadas a 37 °C por 24 h. As placas foram examinadas e as
colénias caracteristicas foram submetidas a confirmacao bioquimica. Para a
enumeracdo de Escherichia coli, diluicdes decimais seriadas (até 10°) foram
preparadas a partir da APT e aliquotas de 0,1 mL das diluicbes foram
adicionadas a placas de Petri estéreis com posterior adicdo do &gar cromogénico
TBX. As placas foram homogeneizadas e incubadas a 44 °C por 24 h e, apés a
incubacéo, as colbnias tipicas B-glucuronidase positivas foram contadas. Para a
enumeracao de bolores e leveduras, diluicGes decimais seriadas (até 10°) foram
preparadas a partir da APT e aliquotas de 0,1 mL das diluicbes foram
adicionadas a superficie do agar batata dextrose (BDA), acidificado com acido
tartarico a 10 % até pH 4,0. O inoculo foi espalhado com alca de drigalski e as
placas incubadas a 25 °C por 3 a 5 dias, sem inverter. As colonias foram

contadas e o resultado expresso em UFC/g.
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4.2.8 Analise sensorial

A analise sensorial do leite caprino fermentado probiético foi realizada
com 79 avaliadores nao treinados, escolhidos conforme disponibilidade, no
Campus da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Cada avaliador recebeu
cerca de 15 mL do produto em copo plastico descartavel, bem como o TCLE
(Termo de Consentimento Livre e Esclarecido) e as fichas de avaliagdo. Através
do teste de aceitacdo foram avaliados os atributos de sabor, aroma, cor, textura
e aspecto global, utilizando-se uma escala hedonica estruturada de 9 pontos,
com variacdo de desgostei muitissimo (1 ponto) a gostei muitissimo (9 pontos)
(ISO, 2014). Paralelamente, a intengcdo de compra também foi avaliada, através
de uma escala de 7 pontos, com variagcdo de compraria sempre (7) para nunca
compraria (1). Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos, aprovado e registrado na Plataforma Brasil/CAAE (Certificado
de Apresentacdo para Apreciagdo de Etica), sob registro numero

60912222.7.0000.5317.
4.2.9 Andlise estatistica

Os dados foram avaliados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk e a homogeneidade da variancia pelo teste de Hartley. Apds, os dados
foram submetidos & andlise de variancia ANOVA e, no caso de diferenca
significativa, foram comparados pelo teste T (p < 0,05) ou pelo teste de Tukey (p
< 0,05). Para a realizagdo das analises estatisticas, o software JAMOVI versao

2.3.13 foi utilizado.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Caracterizacdo fisico-quimica da polpa de amora-preta

A caracterizacdo fisico-quimica da polpa de amora-preta esta
representada na Tabela 3. O valor de pH foi de 3,311 e a acidez em percentual
de &cido citrico foi de 1,26%. Para solidos soluveis totais (SST), foi observado
valor de 10,2 °Brix. Na andlise de antocianinas totais, através da quantificacao
de cianidina-3-glicosideo, observou-se 1614,98 mg para cada 100 g de peso
seco. Os compostos fendlicos foram expressos em mg do equivalente acido
clorogénico e observou-se 1617,98 mg para cada 100 g de amostra seca. Com
relacdo a atividade antioxidante, foi analisado o equivalente trolox e observou-

se 40252,19 ug para cada 100 g de amostra seca.

Tabela 3 — Caracterizacao fisico-quimica da polpa de amora-preta liofilizada.

Analises Resultados
pH 3,311
Acidez (%)?! 1,26

SST (°Brix)? 10,2
Antocianinas® 1617,98
Compostos fendlicos* 3301,49
Atividade antioxidante® 40252,19

1Expresso em % de &cido citrico;

2SST: Solidos soluveis totais;

8Antocianinas totais expressa em mg equivalente cianidina-3-glicosideo/100g de peso seco;
4Compostos fendlicos totais expresso em mg do equivalente acido clorogénico/100mg de
amostra seca;

SAtividade antioxidante expressa em ug equivalente trolox/g de amostra seca.
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O valor de pH encontrado no presente estudo para a polpa de amora-
preta, esta conforme relatado por Mota (2006) para as cultivares ‘Guarani’, ‘Tupy’
e ‘Cherokee’, obtidos do banco de germoplasma da Estagcdo Experimental da
EPAMIG em Caldas, Minas Gerais, que se apresentaram entre 3,2 e 3,4. Valor
superior foi encontrado por Chim et al. (2020), que relataram pH de 3,28 para
amora-preta. Chim et al. (2020) encontraram valor menor de SST que o presente
estudo (8,5 °Brix), assim como Hassimotto et al. (2008) que encontraram valores
de SST levemente menores do que os valores encontrados neste estudo para
as cultivares ‘Tupy’ e ‘Guarani’ (6,9 e 9,2°Brix), que pode estar relacionado a
diferencas nas caracteristicas climaticas da regiao de cultivo (Caldas, MG).

Na andlise de antocianinas, observou-se um valor elevado quando
comparado a outros estudos. Para a cultivar brasileira Tupy, Hassimotto et al.
(2008) encontraram o valor de 116,0 £ 2,0 mg cianidina-3-glucosideo/100 g de
fruto. J& Chim et al. (2020) relataram valores de 137,59 mg cianidina-3-
glucosideo/100g de fruto. No presente estudo foi encontrado 1617,98mg
cianidina-3-glicosideo/100g. Esta ampla variacdo nos teores de antocianinas de
amoras deve-se a possiveis efeitos das condi¢des climaticas da regido cultivada,
estagio de maturacéo, espécie e cultivar.

Com relacdo a compostos fendlicos totais encontrados na polpa de
amora-preta, Hassimotto et al. (2008) observaram valores na faixa de 192,8 a
499,0 mg equivalentes do acido galico (GAE)/100 g e Chim et al. (2020)
encontraram 569,89 mg/100 g. No presente estudo, o valor dos compostos
fendlicos foi 3301,49 mg do equivalente acido clorogénico/100 mg de amostra
seca. Os compostos fendlicos séao divididos em dois grupos que se relacionam

com sua estrutura quimica: acidos fenolicos e flavonoides (antocianinas,
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flavondis, entre outros) (STASZOWSKA-KARKUT; MATERSKA, 2020). Estes
compostos trazem benéficos a salde no metabolismo e crescimento da
microbiota, neutralizam os radicais livres, regulam as atividades de enzimas
antioxidantes, reduzem o estresse oxidativo, aumentam a atividade do sistema
imunoldgico, entre outros beneficios (PEREZ-TORRES et al., 2021). Dentre 0s
acidos fenodlicos encontrados na amora-preta, destacam-se o0s acidos
hidroxibenzéicos e os hidroxicinamicos (SCHULZ et al., 2019).

O potencial antioxidante da amora-preta difere entre as cultivares e se
correlacionam positivamente com o contetdo total de compostos fendlicos.
(SARIBURUN et al., 2010). O valor encontrado de atividade antioxidante da
amostra no presente estudo que foi de 40252,19 ug equivalente trolox/g de
amostra seca, valor esse bem superior ao encontrado por Vizzoto e Pereira
(2011), que foi de 9059 pg equivalente trolox/g de amostra seca. Os
antioxidantes desempenham um papel essencial na manutencdo da saude
humana, prevencdo e tratamento de doencas, devido a sua capacidade de
reduzir o estresse oxidativo. Medir a atividade/capacidade antioxidante de
alimentos e amostras bioldgicas €, portanto, essencial ndo apenas para garantir
a qualidade dos alimentos funcionais, mas principalmente para estudar a
eficiéncia dos antioxidantes alimentares na prevencao e tratamento de doencas

relacionadas ao estresse oxidativo (MUNTEANU; APETREI, 2021).
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4.3.2 Leite caprino fermentado

No presente estudo, foram elaborados o leite caprino fermentado,
considerado como tratamento LFA, e o leite caprino fermentado probiotico,
considerado tratamento LFPA. Foram monitorados o pH e a acidez titulavel
durante todo o periodo de fermentacdo, para ambos (LFA e LFPA) e

apresentaram tempo de fermentacdo de aproximadamente 4 horas.

O pH e a acidez dos leites fermentados também foram avaliados durante
os 35 dias de armazenamento sob refrigeracdo, sendo retiradas aliquotas nos
tempos 0, 7, 14, 21 e 35. Com relacdo aos valores de pH, observa-se uma
diferenca significativa (p < 0,05) entre LFA e LFPA, apenas no dia 14 (Tabela 4).
Quanto a acidez, é possivel observar que LFPA apresentou acidez superior nos
dias 7, 14, 21 e 35 (Tabela 4), possivelmente devido a presenca de Lactobacillus

acidophilus LA-5 na formulacéo.
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Tabela 4 — Valores de pH e acidez nas duas formulacdes de leite caprino
fermentado ao longo do armazenamento refrigerado.

Tempo (dias)

Leite caprino

fermentado de

fermentado probiotico
amora-preta (LFA) de amora-preta (LFPA) Valor de p

Leite caprino

pH
0 4,41 + 0,102 4,51 + 0,082 0,150
7 4,62 + 0,092 4,55 £ 0,042 0,189
14 4,34 + 0,062 4,44 +0,00° 0,017
21 4,22 + 0,202 4,35+ 0,102 0,269
35 4,33 £ 0,072 4,40 £ 0,022 0,113
Acidez
0 1,04 + 0,042 1,08 + 0,082 0,339
7 1,21 + 0,022 1,78 + 0,05 <0,001
14 1,21 + 0,142 1,79 + 0,15P 0,001
21 1,58 + 0,072 1,86 + 0,08 0,003
35 1,78 + 0,122 2,13+0,13° 0,007

Médias + desvio padréo

Letras minUsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa pelo Teste T (p <
0,05) na comparacao entre LFA e LFPA.

A Figura 2, mostra a influéncia do tempo sobre os resultados de pH e

acidez. E possivel observar que o valor de pH de LFA teve um discreto aumento

no dia 7 e depois uma reducéo significativa no dia 14. A partir do dia 14, ndo

houve diferenca significativa até o dia 35. Para LFPA ndo houve diferenca

significativa do pH nos tempos 0, 7 e 14, mas observou-se uma reducgéo

significativa no dia 21, permanecendo assim no dia 35. No que diz respeito a

acidez, observa-se um aumento significativo a partir do dia 21 para LFA,

permanecendo assim no dia 35. Para LFPA, é possivel observar um aumento
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significativo no dia 7, permanecendo no dia 14 e 21 e aumentando de forma

significativa novamente no dia 35.
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_?_+§£acac '—?—Q'b,___c ac <
20 b
4 b b P
b i
) Tempo (dias) 215 i Tempo
TO o a @ TO
I TO7 S a a To7
el T14 L; 1.0 T14
5
L

0.5

LFA LFPA LFA LFPA

Figura 2 - Valores de pH (A) e acidez (B) em leite caprino fermentado de amora-preta (LFA) e
leite caprino fermentado probi6tico de amora-preta (LFPA) armazenados durante 35 dias sob
refrigeracéo. Letras diferentes no mesmo tratamento indicam diferenga significativa de acordo
com o Teste de Tukey (p < 0,05).

A reducdo do pH e o consequente aumento da acidez ocorrem pela
formacdo de acidos organicos, principalmente &cido latico, a partir da
fermentacdo da lactose pelas bactérias acido laticas. Quando se utiliza a
combinacdo de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus, S.
thermophilus inicia o processo fermentativo, entra em seguida na fase de
crescimento exponencial, e produz acido latico diminuindo o pH do meio e
proporcionando assim, um ambiente ideal para a multiplicacédo de L. bulgaricus
(CAMPOS, 2017; PACHECO, 2019). Esses micro-organismos atuam em
protocooperacédo durante a fermentacado, ndo existindo dependéncia um do outro
para sobreviver. O resultado do crescimento conjunto é que se acelera o
metabolismo e consegue-se a mesma concentracdo de acido latico em menos

tempo, do que se crescessem separadamente (THAMER; PENNA 2005).
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A cultura Lactobacillus bulgaricus, utilizada no presente experimento, €
citada na literatura como responsavel pelo fendmeno denominado pos-
acidificacao, que favorece o aumento de acidez durante o armazenamento sob
refrigeracdo (CAMPOS, 2017). Essa acidificacéo € benéfica ao leite fermentado,
pois impede o desenvolvimento de bactérias nocivas a qualidade do produto final

e a saude humana (FARIA et al., 2006).

Moreno-Montoro et al. (2018), encontraram valores médios de pH de 4,19
na producéo de leite caprino fermentado com Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Lactobacillus plantarum. De Santis
et al. (2019), utilizaram Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus na producéo de leite fermentado e observaram pH de 4,33 aos
14 dias de armazenamento, estando de acordo com o encontrado nesse estudo

para LFA, no mesmo tempo avaliado que foi de 4,34.

Quando se trata de leite fermentado probidtico, Machado et al. (2017)
observaram valor de pH de 4,53 aos 14 dias de armazenamento para leite
caprino fermentado probiotico, produzido com Lactobacillus acidophilus. De
Santis et al. (2019), encontraram valor de pH de 4,53 aos 14 dias de
armazenamento no leite caprino fermentado probidtico com Lactobacillus lactis,
valores que condizem com o encontrado no LFPA desse estudo que foi de 4,44

aos 14 dias de armazenamento.
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4.3.3 Viabilidade das culturas iniciadoras

A viabilidade das culturas iniciadoras foi avaliada no leite caprino
fermentado LFA (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus) e no
leite caprino fermentado probidtico LFPA (Streptococcus thermophilus) ao longo
do tempo, com determinagcdes nos tempos 0, 7, 14, 21 e 35 dias de
armazenamento. A comparagdo das contagens entre LFA e LFPA pode ser
observada na Tabela 5. Observa-se que n&do houve diferenga significativa entre
LFA e LFPA no dia O (p > 0,05), mas nos dias 7, 14, 21 e 35 as contagens de
Streptococcus thermophilus em LFPA foram significativamente maiores (p <
0,05).

Tabela 5 — Viabilidade das culturas iniciadoras em leite caprino fermentado de

amora-preta (LFA) e leite caprino fermentado probiético de amora-preta (LFPA)
ao longo do armazenamento refrigerado.

LFA LFPA
Tempo
S. thermophilus e L. bulgaricus S. thermophilus

(dias)
(Log UFC.gY) (Log UFC.g™Y)
0 8,08 + 0,07 8,24 + 0,173
7 7,72+ 0,128 8,08 + 0,03
14 7,35+ 0,113C 7,68 + 0,168
21 6,90 + 0,153 7,73 £ 0,198
35 6,17 + 0,093 7,53 £ 0,088

Médias + desvio padréao

Letras minUsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa pelo Teste T (p <
0,05).

Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo Teste de
Tukey (p < 0,05).

A influéncia do tempo na viabilidade das culturas iniciadoras pode ser

observada na Tabela 5 e Figura 3. Com relagdo a LFA, houve uma maior
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reducdo do dia 21 para o dia 35, de 0,73 Log UFC.g*. No entanto, em todos os
tempos a reducéo foi significativa (p < 0,05). Para Streptococcus thermophilus
em LFPA, a reducao foi significativa (p < 0,05) no dia 14, e depois permaneceu
em torno de 7,7-7,5 Log UFC.g!. Destaca-se que para LFA a reducdo da
viabilidade das culturas iniciadoras foi cerca de 2 Log UFC.g? e para LFPA

menos de 1 Log UFC.g?, durante o armazenamento de 35 dias.
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Log UF(

) 4 I e
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Figura 3 -Viabilidade ao longo do tempo das culturas iniciadoras em leite caprino fermentado de
amora-preta (LFA) e em leite caprino fermentado probidtico de amora-preta (LFPA). Letras
diferentes no mesmo grupo indicam diferenca significativa de acordo com o Teste de Tukey (p <
0,05).

Moreno-Montoro et al. (2018) produziram diferentes tipos de leites
caprinos fermentados, inoculados com as bactérias iniciadoras Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus bulgaricus mais Lactobacillus plantarum C4
(probidtica). A viabilidade dos microrganismos presentes na cultura iniciadora foi
semelhante quando utilizada sozinha ou em combinacdo com a cepa probidtica.
A concentracdo média de bactérias viaveis foi de 8,72 Log UFC.mL* para a
cultura iniciadora, ap0s seis semanas de armazenamento refrigerado, valor

superior ao encontrado para LFA e LFPA aos 35 dias de armazenamento.
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Na fabricacdo de leite fermentado de origem bovina e caprina, S.
thermophilus e L. bulgaricus foram utilizados por Costa et al. (2014). As
contagens bacterianas do leite bovino fermentado foram de 9,27 e 8,25 Log
UFC.g%, enquanto o leite caprino fermentado apresentou 9,31 e 8,20 Log UFC.g
Lpara S. thermophilus e L. bulgaricus, respectivamente (COSTA et al., 2014). As
mesmas culturas iniciadoras foram utilizadas na fabricacdo de leite fermentado
ovino. Os autores observaram contagens de 9 a 11 Log UFC.mL*? para S.
thermophilus e 8 a 9 Log UFC.mL* para L. bulgaricus no dia da producéo,
diminuindo no final do armazenamento (28 dias) para valores de 8 a 9 Log
UFC.mL! e 6 a 7 Log UFC.mL? para S. thermophilus e L. bulgaricus,

respectivamente (BALTHAZAR et al., 2016).
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4.3.4 Viabilidade das culturas probidticas

A viabilidade das culturas probidticas Bifidobacterium animalis subsp.
lactis Bb-12 e Lactobacillus acidophilus LA-5 foi avaliada ao longo do tempo,
com determinagdes nos tempos 0, 7, 14, 21 e 35 dias de armazenamento. A
comparacdo das contagens entre oS micro-organismos probidticos pode ser
observada na Tabela 6.

Tabela 6 — Viabilidade das culturas Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12

e Lactobacillus acidophilus LA-5 em leite caprino fermentado probidtico de
amora-preta (LFPA) ao longo do armazenamento refrigerado.

Tempo Bifidobacterium Bb-12 Lactobacillus acidophilus LA-5
(dias) (Log UFC.g?) (Log UFC.g?Y)

0 11,00 £ 0,113A 10,21 + 0,254

7 10,40 + 0,30 @8 9,45 + 0,168

14 8,25 + 0,102¢ 8,60 + 0,143

21 7,84 + 0,140 8,13 £ 0,093

35 6,27 + 0,063 7,48 £ 0,16

Médias + desvio padrao

Letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa pelo Teste T (p <
0,05).

Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo Teste de
Tukey (p < 0,05).

Observa-se na Tabela 6, que as concentracdes dos isolados de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 e Lactobacillus acidophilus LA-5
mantiveram-se em contagens elevadas (> 6 Log UFC.g?) durante os 35 dias de
armazenamento, comprovando o potencial probidtico das culturas no leite
caprino fermentado elaborado neste estudo. Na comparagdo entre os micro-
organismos probioticos, observa-se que Bifidobacterium animalis subsp. lactis

Bb-12 apresentou uma populacdo maior nodia 0 e 7 (p < 0,05), porém néo diferiu
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de Lactobacillus acidophilus LA-5 nos dias 14 e 21 (p > 0,05). No dia 35,
Lactobacillus acidophilus LA-5 apresentou maior contagem de células viaveis

gue Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 (p < 0,05) (Figura 4).

Vérios fatores podem afetar a viabilidade de Bifidobacterium Bb-12 como
acidez, valor de pH, temperatura de armazenamento do produto e teor de
oxigénio na embalagem (HOLKEN et al., 2016). Como Bifidobacterium é micro-
organismos anaerobio estrito, de modo geral, costuma ser mais sensivel ao
oxigénio quando comparado a L. acidophilus, demandando o uso de
embalagens apropriadas (FIORENTINI et al., 2011). Diversos estudos apontam
que a elevada acidez é a principal causa para a baixa sobrevivéncia de
Bifidobacterium em produtos fermentados com valores de pH muito baixos

(KONGO et al., 2006; FIORENTINI et al., 2011).

A influéncia do tempo na viabilidade das culturas probibticas de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 e Lactobacillus acidophilus LA-5
pode ser observada na Figura 5. Com relacéo a Bifidobacterium animalis subsp.
lactis Bb-12, houve uma maior reducéo nos dias 14 e 35, de 2,15 Log UFC.gte
1,57 Log UFC.g1, respectivamente. No entanto, em todos os tempos a reducéo
foi significativa (p < 0,05). Para Lactobacillus acidophilus LA-5, a maior reducao
na concentracdo bacteriana foi observada aos 14 dias, de 0,85 Log UFC.g?1, com
reducdes significativas (p < 0,05) em todos os tempos avaliados. Destaca-se
que, mesmo havendo redug¢fes nas contagens, Lactobacillus acidophilus LA-5

apresentou viabilidade acima de 7,4 Log UFC.gtaos 35 dias.
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Figura 4 -Comparacdo da viabilidade de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 e
Lactobacillus acidophilus LA-5 em leite caprino fermentado probidtico de amora-preta (LFPA)
armazenados durante 35 dias sob refrigeracdo. O asterisco no mesmo tempo indica diferenca
significativa de acordo com o Teste T (p < 0,05).
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Figura 5 -Viabilidade ao longo do tempo de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 e
Lactobacillus acidophilus LA-5 em leite caprino fermentado probidtico de amora-preta (LFPA).

Letras diferentes no mesmo grupo indicam diferenga significativa de acordo com o Teste de
Tukey (p < 0,05).

Machado et al. (2017) produziram leite caprino fermentado com
Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus e cultura probiética de
Lactobacillus acidophilus, ado¢cado com mel. A contagem de L. acidophilus no
dia 14 de armazenamento foi de7,3 Log UFC.mL™, inferior ao observado no

presente estudo, no qual a contagem de L. acidophilus foi de 8,6 Log UFC.mL™!
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no mesmo tempo avaliado. Ao produzir leite caprino fermentado com
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium, Kongo et al. (2006) encontraram 7,8
e 8,9 Log UFC.mL* de Bifidobacterium e L. acidophilus apés a fermentacéo. No
dia da producéo, LFPA apresentou valores superiores equivalentes a 11 e 10,21
Log UFC.mL™ de Bifidobacterium e L. acidophilus, respectivamente. Costa et al.
(2014) observaram contagens de 9,49 Log UFC.mL™ para L. acidophilus em leite
caprino fermentado probidtico apds a fermentacéao.

No estudo desenvolvido por Campos (2017), leites fermentados
probioticos com leite UHT e adic&o de polpa de acai e polpa de camu-camu nas
concentracfes de 5, 10, 15 e 20% foram avaliados. Bifidobacterium Bb-12 néo
cresceu e a contagem de Lactobacillus acidophilus LA-5, aos 14 dias de
armazenamento refrigerado, foi maior que 6,0 Log UFC.g! em todas
concentracdes de polpa testadas, com excecédo do leite fermentado com 20% de

polpa de camu-camu.

4.3.5 Andlises fisico-quimicas do leite caprino fermentado probiético de

amora-preta (LFPA)

A composicéao fisico-quimica do leite caprino fermentado probiético de
amora-preta (LFPA) demonstrou umidade de 74,12 %, sendo os soélidos totais
de 25,88 %. Foi possivel observar 4,15 + 0,06 % de gordura, 3,54 + 0,05 % de
proteinas, 18,07+ 0,18 % de carboidratos e 0,12 + 0,01 % de minerais. Machado
et al. (2017) encontraram 17,47 g/100g de sélidos totais, 3,75 de proteinas e
0,79 g/100g de minerais aos 14 dias de armazenamento. O leite fermentado
analisado por De Santis et al. (2019), apresentou aos 14 dias de
armazenamento, 88,74 % de umidade, 2,49 % de proteina e 11,26 % de sélidos

totais. Em relagé@o a gordura do presente estudo, o valor foi superior ao que De
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Santis et al. (2019) encontraram de 3,65% e ao que Machado et al. (2017)

encontraram de 3 g/100g.

4.3.6 Analises de seguranca microbiolégica

As analises microbioldgicas de Salmonella spp., contagem de bolores e
leveduras e Escherichia coli indicam que o leite caprino fermentado probidtico
(LFPA) apresentou resultados em concordancia com os padrdes estabelecidos
pela IN 60 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), de 2019,

estando apto para avaliacdo sensorial.

4.3.7 Andlise sensorial

A avaliagdo sensorial demonstrou que a maioria dos consumidores
atribuiu notas de 7 a 9 para os atributos avaliados no teste de aceitacéo, ao
utilizar a escala hedbdnica de 9 pontos onde 1 é desgostei muitissimo e 9 € gostei
muitissimo (Figura 6). Os valores meédios para cada atributo avaliado
correspondem a gostei regularmente/gostei muito/gostei muitissimo, sendo a cor
o atributo sensorial com maior média (8,3), seguido da textura (7,8), aspecto
global (7,7), aroma (7,1) e sabor (7,0). O leite caprino fermentado probidtico de

amora-preta (LFPA) apresentou um indice de aceitabilidade de 85,5%.

A analise de cor é importante por influenciar de forma significativa a
aceitacéo e qualidade do produto (WADHWANI; McMAHON, 2012). A avaliagéo
do aroma é importante quando se trata de derivados do leite caprino, em razao
do seu odor caracteristico (MORGAN; GABORIT, 2001). Contudo, o fato de o
leite caprino ser utilizado na elaboragao do leite fermentado parece nao ter
afetado seu aroma, ja que 59 pessoas, das 79 que avaliaram o produto, o

classificaram como “gostei muitissimo e gostei regularmente”. O sabor do leite
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caprino é bastante caracteristico, oriundo da presenca dos acidos graxos de
cadeia curta (caproico, caprilico e céaprico) (MORGAN; GABORIT, 2001).
Entretanto, é relatado que o processamento do leite caprino reduz esse sabor
desagradavel, como pode ser confirmado neste estudo, pois 74% dos
avaliadores atribuiram notas entre “gostei muitissimo” e “gostei regularmente”.
Com relacao a intencao de compra, 97,5% dos consumidores comprariam
0 produto, sendo que 39,2% comprariam ocasionalmente, 21,5% comprariam
frequentemente, 23,9% comprariam muito frequentemente ou sempre. Apenas
2,5% dos consumidores nunca comprariam o produto, indicando potencial para

comercializacao (Figura 7).
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Figura 6 — Classificacdo dos escores hedbnicos (1 a 9) em percentual para leite caprino
fermentado probiético de amora-preta (LFPA).
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Figura 7 — Percentuais de intencdo de compra de leite caprino fermentado probiético de amora-
preta (LFPA).
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4.4 CONCLUSAO

Pode-se concluir que o leite caprino fermentado probiético com polpa de
amora-preta manteve a viabilidade das culturas Bifidobacterium animalis subsp.
lactis Bb-12 e Lactobacillus acidophilus LA-5 durante os 35 dias de
armazenamento em refrigeracdo, o que propiciard beneficios a saude do
consumidor se ingerido com frequéncia e quantidades adequadas. A adicao da
polpa de amora-preta, devido aos seus teores de antocianinas e compostos
fendlicos, conferiu a caracteristica de um alimento antioxidante, contribuiu para
uma boa avaliagdo nos atributos cor e aspecto global do produto, durante a
analise sensorial, e amenizou o sabor da gordura do leite caprino que foi
imperceptivel pelos avaliadores. Por fim, o indice de aceitabilidade do produto
foi de 85,5% e 97,5% dos consumidores comprariam o produto, demonstrando
o potencial do uso de novas tecnologias no processamento do leite caprino e
produtos lacteos caprinos, bem como no desenvolvimento de produtos

funcionais.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O leite caprino fermentado probi6tico com polpa de amora-preta manteve a
viabilidade das culturas de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 e
Lactobacillus acidophilus LA-5 durante os 35 dias de armazenamento em
refrigeracdo, com contagens acima de 6 Log UFC.g™.

A adicao da polpa de amora-preta, devido aos seus teores de antocianinas e
compostos fendlicos, conferiu a caracteristica de um alimento antioxidante e
contribuiu para uma boa avaliagdo nos atributos cor e aspecto global do
produto, durante a analise sensorial.

O leite caprino fermentado probidtico de amora-preta foi aceito sensorialmente,
indicando ser um produto com potencial para comercializacao.

O leite caprino demonstrou potencial como matéria-prima para elaboragéo de
produtos lacteos caprinos, bem como no desenvolvimento de produtos

funcionais.
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APENDICE A

FICHA DA ANALISE SENSORIAL.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
NOME: DATA:

1 - Teste de escala heddnica — Instrugdes: Avalie cuidadosamente a amostra e utilize
a escala para descrever o quanto vocé gostou ou desgostou da amostra em relacéo
aos atributos informados no quadro abaixo:

1 = desgostei muitissimo

2 = desgostei muito

3 = desgostei regularmente Cor:
4 = desgostei ligeiramente Aroma:
5 = indiferente Sabor:
6 = gostei ligeiramente

Textura:

7 = gostei regularmente
8 = gostei muito Aspecto global:

9 = gostei muitissimo

Comentério adicional:

2 - Teste de intencdo de compra — Instrucfes: Avalie a amostra segundo a sua
intencdo de consumo, utilizando a escala abaixo. Marque com um X sua avaliacao.

7 = Compraria sempre

6 = Compraria muito frequentemente

5 = Compraria frequentemente

4 = Compraria ocasionalmente

3 = Compraria raramente

2 = Compraria muito raramente

1 = Nunca compraria

Comentéario adicional:




APENDICE B

FRUTOS DE AMORA-PRETA (RUBUS sp.).

Fonte: EMBRAPA Clima Temperado Pelotas/RS.
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APENDICE C

LEITE CAPRINO FERMENTADO PROBIOTICO ADICIONADO DE POLPA DE
AMORA-PRETA.

Fonte: O autor.



