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RESUMO GERAL

ANDRADE, Mércio Rodrigues. Bebida lactea de maméo e laranja fermentada com
probiotico e tratada por alta pressdo hidrostatica: avaliacdo fisico-quimica, sensorial e
microbioldgica 2018. 87f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Tecnologia de Alimentos) Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

O desenvolvimento de novos produtos funcionais se faz necessario frente ao crescimento da
conscientizacdo dos consumidores dos beneficios a saude que tais produtos podem ofertar ao
serem consumidos, exemplificados pelos alimentos probidticos. As bebidas lacteas séo
apreciadas por consumidores de diversas faixas etarias e, sendo assim, sdo de grande potencial
para a inser¢do de produtos inovadores no mercado nacional. A tecnologia de alta presséo,
guando comparada ao processamento térmico tradicional, elimina microrganismos
deteriorantes e patogénicos e contribuem para a extensdo da vida Gtil dos alimentos, sem
comprometer caracteristicas sensoriais dos alimentos. A perspectiva de adicdo de culturas
probidticas tem por finalidade a melhoria das caracteristicas funcionais, tornando as bebidas
lacteas ainda mais atrativas e, por conseguinte, de maior valor agregado. O objetivo deste estudo
foi o desenvolvimento de bebida lactea fermentada probidtica submetida ao tratamento por alta
pressdo hidrostatica e avaliar comparativamente a utilizacdo de conservante e do tratamento por
alta presséo hidrostatica na conservacao microbioldgica. As bebidas foram acrescidas de soro
de leite, polpas de frutas pasteurizadas e cultura probidtica mista Lactobacillus acidophilus
(LA-5), Bifidobacterium animalis ssp. lactis (BB-12) e Streptococcus thermophilus. Foram
avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas das bebidas formuladas durante 35
dias de armazenamento a 5t1 ° C. N&o foram detectados Salmonella sp/25g, Staphylococcus
sp., Coliformes 35 °C, Coliformes 45°C e contagem de Fungos filamentosos e leveduras nas
amostras. Apds 35 dias de armazenamento, as bebidas pressurizadas a 100MPa/5min e
200MPa/5min mantiveram a enumeracdo de probiodticos em niveis exigidos pela legislacéo.
Para Lactobacillus acidophilus LA-5 ao longo do armazenamento houve uma inativacao
maxima de 3,49 log UFC/mL para 100MPa/5min e 3,60 log UFC/mL para 200MPa/5min. Ja
para Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12, a redu¢do méaxima apresentada no estudo
foi de 1,88 log UFC/mL para 100MPa/5min, 1,26 log UFC/mL para 200MPa/5min e 2,04 log
UFC/mL para 300MPa/5min. Ndo foram constatadas diferencas significativas (p>0,05) para as
analises de umidade, cinzas, nitrogénio total, proteina, extrato etéreo e pH. O processo de alta
pressdo hidrostatica exerceu a inibicdo de microrganismos deteriorantes em lacteos funcionais
que utilizem culturas probidticas mistas e foi capaz de promover a viabilidade de probioticos
ao longo do armazenamento refrigerado, resultando em bebidas lacteas potencialmente
funcionais pressurizadas com caracteristicas adequadas para suprirem as exigéncias legais e
mercadoldgicas.

Palavras-chave: Bebida LAactea Fermentada, Probidtico, Alta Pressdo Hidrostatica.



GENERAL ABSTRACT

ANDRADE, Mércio Rodrigues. Papaya and orange dairy drink fermented with probiotic
and treated by high hydrostatic pressure: physical-chemical, sensory and microbiological
evaluation 2018. 87f. Dissertation (Master Science in Food Science and Technology, Food
Science) Institute of Technology, Department of Food Technology, Federal Rural University
of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

The development of new functional products is necessary in the face of growing consumer
awareness of the health benefits that these products can offer when consumed, exemplified by
probiotic foods. The dairy drinks are appreciated by consumers of different age groups and, as
such, have great potential for the insertion of innovative products in the national market. High
pressure technology, when compared to traditional thermal processing, eliminates deteriorating
and pathogenic microorganisms and contributes to extending the shelf life of food without
compromising sensory characteristics of food. The aim of adding probiotic cultures is to
improve functional characteristics, making milk beverages even more attractive and, therefore,
of higher added value. The objective of this study was the development of probiotic fermented
dairy beverage submitted to high hydrostatic pressure treatment and to evaluate the use of
preservative and high hydrostatic pressure treatment in microbiological conservation. The
drinks were supplemented with whey, pasteurized fruit pulps and mixed probiotic culture
Lactobacillus acidophilus (LA-5), Bifidobacterium animalis ssp. lactis (BB-12) and
Streptococcus thermophilus. The physico-chemical and microbiological characteristics of the
beverages formulated during 35 days of storage at 5 + 1 °C were evaluated. No Salmonella sp /
25 g, Staphylococcus sp., Coliforms 35 ° C, Coliforms 45 ° C and Filamentous fungi count were
detected. in the samples. After 35 days of storage, pressurized beverages at 100MPa / 5min and
200MPa / 5min maintained the enumeration of probiotics at levels required by legislation. For
Lactobacillus acidophilus LA-5 throughout the storage there was a maximum inactivation of
3.49 log CFU / mL for 100MPa/ 5min and 3.60 log CFU / mL for 200MPa / 5min. Already for
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12, the maximum reduction presented in the study
was 1.88 log CFU / mL for 100MPa / 5min, 1.26 log CFU / mL for 200MPa / 5min and 2.04
log CFU / mL for 300MPa/ 5min. There were no significant differences (p> 0.05) for moisture,
ash, total nitrogen, protein, ethereal extract and pH analyzes. The high hydrostatic pressure
process inhibited deteriorating microorganisms in functional dairy products using mixed
probiotic cultures and was able to promote the viability of probiotics throughout the refrigerated
storage, resulting in pressurized potentially functional dairy beverages with characteristics
adequate to meet the legal requirements and marketing.

Keywords: Fermented Milk Beverage, Probiotics, High Pressure Hydrostatic.
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INTRODUCAO GERAL

Em busca de alimentos mais saudaveis, a populacdo tem demandado produtos com
melhor qualidade nutricional e funcional, que também promova satisfacdo ao paladar. As
mudancas no estilo de vida, com afinco em praticas de atividades fisicas, melhores dietas e
significativo interesse na composi¢cdo dos produtos alimenticios, tém impulsionado grande
aplicacdo de recursos financeiros em pesquisas e desenvolvimento, por parte das industrias de
alimentos. Desse modo, a busca por inovacgéo tem sido norteada pelo desenvolvimento de novos
produtos e processos para atender a tais exigéncias demandadas pelos consumidores.

As inovagdes em alimentos podem ocorrer em todas as etapas da cadeia alimentar, sem
obrigatoriamente relacionar-se a exigéncia do lancamento de um novo produto no mercado.
Portanto, o emprego de métodos emergentes de processamento pode contribuir para transformar
um produto ja estabelecido em um produto inovador, associado ao trinémio alimentacao, satde
e tecnologia.

O desenvolvimento de alimentos funcionais tem crescido rapidamente devido a
conscientizagcdo dos consumidores dos potenciais beneficios a saide humana, tais como:
diminuicdo do colesterol sérico, melhoria da constipacdo, melhoria da microbiota intestinal,
estimulo da atividade antioxidante, controle da pressao arterial, entre outros. Produtos lacteos
sdo bastante adequados como alimentos funcionais por apresentarem excelente valor
nutricional, por serem amplamente consumidos e por serem potenciais matrizes para inoculacéo
de microrganismos benéficos. Sendo assim, o foco de inimeras pesquisas cientificas tem sido
a elaboracdo de produtos lacteos e estudo de suas funcionalidades quando acrescidos de
probidticos. Salienta-se que existem no mercado diversos produtos probidticos, destacando-se
0s produtos lacteos, que se configuram nos mais populares entre os consumidores.

Por defini¢do, probidticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a salde do hospedeiro. Os probi6ticos, quando
inoculados nos alimentos, devem resistir ao ambiente gastrico e assim como, permanecer
vidveis em toda a extensdo da vida atil dos alimentos.

As bebidas fermentadas enriquecidas com probioticos utilizam geralmente cepas de
Lactobacillus e Bifidobacterium, que devem manter suas funcionalidades ao longo de toda vida
atil do produto. Fatores como pH, temperatura de armazenamento e ingredientes adicionados
podem comprometer a viabilidade dos microrganismos inoculados na bebida. As proteinas do
soro de leite presentes na elaboracéo de bebidas lacteas exercem maior tamponamento e tornam
a reacdo de acidificagdo mais tardia, conferindo maior sobrevivéncia aos probidticos presentes.
O emprego de métodos alternativos de processamento, em substituicdo ao tratamento térmico,
pode também contribuir para evitar alteragcdes indesejadas nos alimentos e a manutencdo da
qualidade elevada.

Dentre 0s métodos emergentes de processamento, a alta pressdo € uma tecnologia ndo
térmica utilizada pela industria de alimentos que tem mostrado elevado potencial quando
comparada a outros métodos alternativos de conservacdo. Pode ser aplicada em diversos
produtos liquidos ou sélidos, incluindo produtos de frutas, produtos carneos e lacteos. Em leite,
devido a inativacao de células vegetativas, € possivel a obtencdo do produto pressurizado com
qualidade microbiolégica comparavel ao pasteurizado, devido a possivel sobrevivéncia de
esporos bacterianos resistentes a pressdo e de maior sobrevivéncia de parte da microbiota
deteriorante, o produto ndo pode ser considerado estéril.

O processo de alta pressdo consiste em submeter o alimento, sélido ou liquido, a altas
pressdes variando de 100 MPa a 1000 MPa, atingindo todo o produto homogeneamente,
independente de forma e tamanho da amostra. Além disso, seu menor impacto nas
caracteristicas sensoriais dos alimentos remete a principios de processamento minimo,
denotando em novas perspectivas para a indastria e para o consumidor. A combinacdo de
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métodos de preservacdo, a perspectiva de desenvolvimento de alimento funcional, bem como o
potencial inovador, incentivou a realizacdo deste estudo, que tem como objetivo o
processamento por alta pressdo hidrostatica de bebida lactea fermentada probidtica, e avalid-la
guanto aos aspectos microbioldgicos, fisico-quimicos, sensoriais.

Essa dissertacdo estd dividida em trés capitulos, sendo o capitulo I 0 embasamento
teorico sobre os beneficios da utilizacdo da Alta Pressao Hidrostatica no desenvolvimento de
alimentos funcionais. O capitulo Il aborda as modificacfes ha metodologia de preparo da bebida
lactea e a definicdo da formulacdo ideal com base na analise sensorial para o desenvolvimento
da bebida lactea fermentada probiotica. Por sua vez, o capitulo Il compara o uso do aditivo
Sorbato de Potassio ao emprego da Alta Pressdo Hidrostatica na formulacdo definida no
capitulo 1. Capitulo I: A utilizacdo da Alta Pressdo Hidrostatica em alimentos funcionais;
Capitulo Il: Bebida lactea fermentada: formulacdo, processo e potenciais beneficios e
Capitulo Il1: Caracterizacdo da Bebida lactea fermentada pressurizada adicionada de cultura
mista probidtica em seus aspectos fisico-quimicos, microbioldgicos e aceitacdo entre 0s
consumidores.



OBJETIVOS E OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivos Gerais
Desenvolvimento de bebida lactea fermentada probiotica e estudo comparativo dos
efeitos da alta presséo hidrostatica sobre as caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e

sensoriais do produto.

Objetivos Especificos

. Desenvolvimento de bebida lactea fermentada probidtica utilizando cultura mista ABT-
5 (Christian Hansen);

. Caracterizacdo fisico-quimica e de aceitacdo sensorial das amostras de bebida lactea
fermentada probidtica;

. Avaliacdo comparativa da utilizacdo de conservante quimico (Sorbato de potéssio) e do
tratamento por APH na conservagdo microbioldgica da bebida lactea fermentada probidtica;

. Avaliacdo da viabilidade dos microrganismos probidticos nas bebidas lacteas

formuladas, ao longo do armazenamento refrigerado.



CAPITULO |

UTILIZACAO DA ALTA PRESSAO HIDROSTATICA EM ALIMENTOS
FUNCIONAIS



RESUMO

Os produtos lacteos sdo matrizes tradicionais para inoculacdo de probidticos, além de serem
apreciados pelos consumidores ao redor do mundo. Atualmente com o expoente crescimento
da demanda por alimentos funcionais, as instituicdes de pesquisas e as industrias tem
direcionado seus recursos para inovacgdo e desenvolvimento de produtos funcionais e seus
impactos em dietas saudaveis. Impulsionado pela conscientizacdo dos beneficios promovidos
pelos alimentos funcionais, e compreensdo por parte do consumidor da relacdo entre dieta e
salde, o mercado de alimentos funcionais apresentou significativo crescimento na ultima
década. Alimentos funcionais acrescidos de probioticos, como bebida lacteas, devem garantir
beneficios a salude quando consumidos. Desse modo, devem apresentar microrganismos
probidticos viaveis em nimero suficiente, no momento do consumo. A utilizagdo de soro de
leite, nas formulacdes das bebidas lacteas, consiste na racionalidade do reaproveitamento do
residuo das industrias de laticinios, e melhoria das caracteristicas nutricionais dos produtos. A
tecnologia de Alta Pressdo Hidrostatica com efeitos adversos minimos em alimentos, tem
demonstrado éxito na sua aplicabilidade no desenvolvimento de produtos, assim como na
extensdo da vida util e controle microbioldgico de microrganismos deteriorantes e patogénicos
favorecendo a incorporagéo de cepas probioticas nos alimentos. Essa revisdo conduz ao cenario
atual de alimentos funcionais, as caracteristicas de microrganismos probio6ticos e seus
beneficios quando inoculados em alimentos, retratando ainda, a utilizagdo da tecnologia de Alta
Pressdo Hidrostatica em produtos funcionais e suas potencialidades de aplicacéo.

Palavras-chave: Bebida Lactea, Alta Pressdo Hidrostatica, Alimentos Funcionais.



ABSTRACT

Dairy products are traditional arrays for inoculation of probiotics, as well as being enjoyed by
consumers around the world. Nowadays with the exponent growing demand for functional
foods, research institutions and industries have directed their resources to innovation and
development of functional products and their impacts on healthy diets. Driven by awareness of
the benefits promoted by functional foods, and consumer understanding of the relationship
between diet and health, the functional food market has shown significant growth over the last
decade. Functional foods plus probiotics, such as dairy drinks, should ensure health benefits
when consumed. They must therefore present viable probiotic microorganisms in sufficient
numbers at the time of consumption. The use of whey in formulations of dairy drinks consists
of the rational use of the waste from the dairy industry and the improvement of the nutritional
characteristics of the products. High-pressure hydrostatic technology with minimal adverse
effects on food has been successful in its applicability in product development, as well as the
extension of shelf life and microbiological control of deteriorating and pathogenic
microorganisms favoring the incorporation of probiotic strains in food. This review leads to the
current scenario of functional foods, the characteristics of probiotic microorganisms and their
benefits when inoculated in foods, and the use of high pressure hydrostatic technology in
functional products and their application potentialities.

Keywords: Milk Beverage, High Hydrostatic Pressure, Functional Foods.



1. INTRODUCAO

No periodo de 2013-2015, de acordo com os dados da Organizacdo de Cooperagédo e
Desenvolvimento Econémico OECD/FAO (2016), a Unido Europeia produziu 158 milhdes de
toneladas de leite, sendo a maior produtora, sequida pela india, com 141 milhdes de toneladas,
e pelos Estados Unidos, com 93 milhdes de toneladas. O Brasil, com 29 milhdes de toneladas,
figurava como o sétimo maior produtor (Figura 1).

As projecBes para 2025 indicavam a India como o maior produtor mundial, com 206
milhGes de toneladas produzidas, ultrapassando a Unido Europeia, com os Estados Unidos
permanecendo como terceiro maior produtor. O Brasil, passaria a sexto lugar, com 39 milhGes
de toneladas produzidas, ultrapassando a Rassia (OECD/FAOQ, 2016).

A maior parte do consumo de leite e produtos lacteos estava na forma de lacteos frescos,
ocupando cerca de 52% da producdo total de leite do mundo. Ha perspectiva de certo
crescimento para 54% nos préximos anos, devido ao aumento da producgdo de leite nos paises
em desenvolvimento. Esperava-se um aumento de 2,9% por ano no consumo total de produtos
lacteos frescos nos paises em desenvolvimento (OECD/FAO, 2016).
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Figura 1. Producdo de leite para os principais paises e regides OECD/FAOQ (2016).

Frente ao exposto, ficava evidente a potencialidade do mercado de lacteos, nos dias
atuais e na préxima década, a despeito das quedas dos precos dos produtos lacteos em 2014-
2015, resultante da queda da demanda global e aumento da producdo mundial. Dentro do
mesmo horizonte de 10 anos, esperava-se pouco aumento nos precos dos produtos lacteos
(OECD/FAOQ, 2016). Produtos lacteos sdo considerados um grupo de alimentos béasicos, sendo
0 seu consumo associado a uma melhor qualidade da dieta (HEANEY, 2013). Sdo uma parte
essencial de recomendacdes das dietas em todo o mundo e muitos paises recomendam 3 ou
mais produtos lacteos por dia em suas orientacOes dietéticas (VAN HOOIJDONK e
HETTINGA, 2015).

A busca do consumidor brasileiro por produtos mais saudaveis, inovadores, seguros e
de prética utilizacdo, aliada a consolidagdo dos produtos no mercado, contribuiram para o
crescimento da industria de bebidas lacteas, fazendo com que estas ganhassem popularidade
(LIMA et al., 2002).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, através da Instrucao
Normativa 16, de 23 de agosto de 2005, entende-se por bebida lactea:



“O produto lacteo resultante da mistura do leite (in natura, pasteurizado,
esterilizado, UHT, reconstituido, concentrado, em pd, integral, semidesnatado ou
parcialmente desnatado e desnatado) e soro de leite (liquido, concentrado e em po),
adicionado ou ndo de produto(s) ou substancia(s) alimenticia(s), gordura vegetal,
leite(s) fermentado(s), fermentos lacteos selecionados e outros produtos lacteos. A base
lactea representa pelo menos 51% (cinquenta e um por cento) massa/massa (m/m) do
total de ingredientes do produto, fermentado mediante a acdo de cultivo de
microrganismos especificos e/ou adicionado de leite(s) fermentado(s), e que ndo podera
ser submetido a tratamento térmico apds a fermentacdo. A contagem total de bactérias
lacticas vidveis deve ser no minimo de 108 UFC/g no produto final, para o(s) cultivo(s)
lactico(s) especifico(s) empregado(s), durante todo o prazo de validade. A bebida lactea
pode ser sem adicdo de produtos ou substancias alimenticias, pode ser submetida a
tratamento térmico — pasteurizacdo lenta de 62 a 65° C por 30 minutos e pasteurizagdo
de curta duragdo de 72 a 75° C, durante 15 a 20 segundos. Assim como, a bebida lactea
pasteurizada pode ser ou ndo acrescida de produtos ou substancias alimenticias e, por
fim, pode ser submetida ao processo de esterilizacdo obedecendo a diferentes faixas de
tempo e temperatura, respeitando a embalagem do produto” (BRASIL, 2005).

A regulamentacdo brasileira ndo disserta sobre o uso de métodos alternativos de
conservacao aos quais as bebidas lacteas podem ser submetidas, sendo utilizada apenas a
mengdo ‘tratamento térmico’ que remete normalmente & aplicacdo de pasteurizagdo (térmica).

Além de apresentarem alta aceitabilidade, as bebidas lacteas constituem-se em uma
utilizacdo racional e Idgica de reaproveitamento do soro de queijo, que é um dos residuos com
maior capacidade poluente na industria. Sendo assim, produzir bebidas lacteas significa
converter residuos em produtos de alto valor agregado, evitando desperdicios nutricionais e
financeiros, além de impactos ambientais relevantes, ja que possui alto teor de material organico
(DE MORAIS et al., 2014). Para atender aos novos parametros exigidos pelos consumidores
por alimentos seguros e funcionais, a demanda por bebidas lacteas e probidticas nos proximos
anos serd crescente (YERLIKAYA, 2014; KANDYLIS et al.,, 2016). Bebidas lacteas
adicionadas de suco de frutas se destacam como novos produtos de excelente aceitacdo entre
os consumidores devido as suas caracteristicas nutricionais e sensoriais. Mesmo as diferentes
matrizes, tais como leite integral, leite desnatado e outras nao lacteas como ‘leite’ de soja,
formam ambientes distintos para componentes bioativos das frutas e desempenham um papel
importante na liberacdo e absorcdo dos nutrientes, tais como tocoferois, carotenoides e acido
ascorbico (CILLA, ANTONIO et al., 2012; RODRIGUEZ-ROQUE et al., 2013; HE et al.,
2016; SHORI, 2016).

1.1 Probiéticos e Bactérias Acido LActicas

Em 2001, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em conjunto com Organizacao das
Nacdes Unidas para a Alimentagédo e Agricultura (FAO), estabeleceu a seguinte defini¢do para
probioticos: “S&0 microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem um beneficio a sadde do hospedeiro” (FAO, 2001), sendo esse 0 conceito
internacional comumente adotado por 6rgdo normatizadores, industrias e instituicdes de
pesquisas.

A Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 2, de 07 de janeiro de 2002, define
probidticos como “microrganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano
intestinal, produzindo efeitos benéficos a satde do individuo” (BRASIL, 2002). Para que um
alimento seja considerado probiotico, foi estabelecido que a quantidade minima viavel de
microrganismos probidticos deve-se encontrar na faixa de 10® a 10° Unidades Formadores de
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Col6nias (UFC), na recomendacéo de por¢do diaria do produto pronto. Ja para 0 consumo em
100 g do alimento, deve apresentar 10® a 10 UFC/g de probidticos viaveis. Valores menores
podem ser aceitos, desde que comprovados a sua eficacia (BRASIL, 2008).

Os alimentos com probidticos, podem ser classificados como uma classe de alimentos
funcionais. Os alimentos funcionais sdo considerados aqueles que produzem efeitos benéficos
a saude, além das suas fungdes nutricionais basicas. Os objetivos dos alimentos funcionais sao
multiplos: eles melhoram as condi¢6es gerais do corpo, como propiciados por alimentos com
prebidticos e probidticos; diminuem o risco de algumas doencas, como produtos que reduzem
o colesterol (MENRAD, 2003; MARK-HERBERT, 2004; SIDE, 2006; BIGLIARDI E
GALATI, 2013), entre outros. O termo “alimento funcional” foi utilizado pela primeira vez no
Japdo em 1984, resultado de estudos sobre as relagdes nas diversas areas da nutri¢do, sensorial,
fortificacdo e modulacéo de sistemas fisiologicos (HARDY, 2000; KWAK e JUKES, 2001;
BIGLIARDI e GALATI, 2013). Os lacteos funcionais tornaram-se populares apos a resposta
positiva que o leite fermentado teve no Japao. Na década de 1930, uma pesquisa realizada pelo
Dr. Minora Shiroda sobre mortalidade infantil causada por infecgéo intestinal e desnutrigdo
levou-o0 a descobrir um microrganismo, que ele chamou de Lactobacillus casei Shiota. O
microrganismo pode sobreviver no intestino humano e inibir a desequilibrio em sua microbiota.
Lactobacillus casei Shiota tornou-se a base para a producéo do primeiro alimento funcional
artificial em 1935, marca nomeada Yakult. Nas décadas de 1960 e 1970, a producdo de Yakult
alcangou outros seis paises na Asia e no Brasil, como resultado de sua grande comunidade
japonesa (YAKULT, 2011; ALMEIDA et al., 2014). Com uma comunidade japonesa menor, a
Europa viu a introducdo da Yakult apenas em 1993, na esteira de dietas mais saudaveis (RAUD,
2009). Essa mudanca no conjunto institucional europeu levou empresarios incumbidos a rever
suas imagens do mercado de iogurte na Europa Ocidental. Oportunidades produtivas foram
previstas e os produtores de laticinios langaram seus produtos baseados no Lactobacillus casei
em 1994. Eles pareciam conscientes de que as propriedades funcionais poderiam ser um recurso
para incrementar os produtos lacteos. Naquele ano, a Danone lancou a Actimel no Reino Unido
(e em outros paises europeus com outras marcas), seu primeiro iogurte com o que inicialmente
chamaram de Lactobacillus casei Defensis. Sua principal intengdo era “tornar a Actimel
sinénimo de 'defesa natural” (MELLENTIN, 2007; ALMEIDA et al., 2014) e mudar seu
significado geral para um significado especifico e favoravel dentro do seu conjunto institucional
(MAGUIRE e HARDY, 2009).

O aumento do mercado de alimentos funcionais deve-se principalmente a uma série de
modificacbes comportamentais e criticas relacionadas a satde pessoal. De acordo com uma
pesquisa da Euromonitor, o Japdo era o maior mercado mundial, seguido pelos EUA, enguanto
0 mercado europeu ainda parecia estar menos desenvolvido. Estes trés mercados dominantes
contribuiam em mais de 90% das vendas totais de alimentos funcionais (BENKOUIDER,
2005).0 mercado mundial de bebidas e alimentos funcionais teve um crescimento de U$33
bilhdes no ano 2000 para U$176,7 bilhGes em 2013 (GRANATO et al., 2010; HENNESSY,
2013). Vicentini et al. (2016) sugerem que o mercado de alimentos funcionais é muito
complexo, pois ha muitos fatores que afetam a industria. Em geral, a Figura 2, apresenta um
grafico com as potencialidades das principais areas em termos de investimentos. Brasil, China,
india, Leste e Sudeste da Asia sdo as regides mais atraentes do ponto de vista de crescimento.
S&o paises com economias competitivas. Outras areas em desenvolvimento, que séo o Oriente
Médio e o Norte da Africa, sd0 menos atraentes devido ao maior risco.
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Figura 2. Potenciais mercados emergentes — Brasil, China, india e Sudeste Asiatico sd0 0s mais
atraentes (MCKINSEY, 2012).

O mercado de alimentos funcionais esta crescendo rapidamente e é altamente dindmico
(BECH-LARSEN e SCHOLDERER, 2007). Williams et al. (2006) sugerem que a demanda por
alimentos funcionais dentro dos paises em desenvolvimento esta crescendo, apresentando uma
oportunidade lucrativa de desenvolver mercados domésticos. O aumento da expectativa de vida,
resultando no aumento do nimero de idosos e o desejo de melhorar a qualidade de vida, assim
como o aumento dos custos com a satde, tem estimulado governos, pesquisadores, profissionais
de saude e a inddstria de alimentos a estudar como essas mudancas podem ser gerenciadas de
forma mais eficaz (VICENTINI et al., 2016). Na America Latina, os alimentos funcionais e a
producéo de alimentos sdo relativamente “novos”, mas muito promissores. De fato, como pode
ser visto na Figura 3, as receitas para este setor sdo realmente altas. Considerando, que a
comercializacdo de alimentos funcionais na América do Sul comegou muito recentemente e que
as receitas para o campo de alimentos funcionais representam atualmente 17% da receita total.
Em todo o mundo, pode-se dizer que a América Latina € um mercado no qual o investimento
em alimentos funcionais deve continuar (VICENTINI et al., 2016).
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Figura 3. Distribuicdo percentual da receita total em todo o mundo (EUROMONITOR, 2013).

Para os mercados emergentes, hd muitas oportunidades de investimento em alimentos
funcionais. Estima-se um crescimento absoluto de US$ 23 bilhdes até 2017, 40% a mais do que
a previsdo de crescimento para os mercados desenvolvidos. No estudo de mercado de alimentos
funcionais, maior atencéo tem sido dada a dois grandes paises: Brasil e México. Suas condigdes
socioecondmicas favoraveis atrairam empresas que buscaram investir em alimentos funcionais.
O Brasil é um dos paises lideres na producdo e consumo de alimentos, com um mercado de
alimentos funcionais crescendo 10% ao ano, trés vezes mais que o mercado de alimentos
convencionais (VICENTINI et al., 2016).

O mercado brasileiro de iogurtes funcionais cresceu cerca de 40% ao ano desde 2004
(ABRAS, 2009). Entre seus participantes, existem atualmente quatro grandes instituicbes que
merecem destaque. A primeira é a Companhia Danone, empresa francesa que detém quase 90%
do mercado (ABRAS, 2009). O segundo é a empresa suica Nestlé e a terceira é a empresa
brasileira Batavo. O quarto ator relevante é a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa). Em termos gerais, a Anvisa desempenha um papel similar ao FDA nos EUA, apenas
com um orcamento de cerca de 4% de sua agéncia irma norte-americana (ANVISA, 2012).

Em 2002, a Batavo langa o iogurte funcional BioFibras (AZEDO, 2007). O BioFibras
tinha bactérias e adicionava fibras em suas formulas, mas seu marketing enfatizava apenas a
funcionalidade das fibras. Este atributo pode ser facilmente encontrado em outros produtos e,
aparentemente, ndo abriu novos caminhos diante dos consumidores (ALMEIDA et al., 2014).
O nome de marca escolhido pela Danone para o Brasil foi DanRegularis. “Dan” refere-se
claramente & empresa que produz o iogurte, criando uma associacao facil para os consumidores.
Assim, uma estratégia da Danone na promogao de seu iogurte funcional foi: “Activia Danone,
a Unica com DanRegularis”. “Regularis” destaca o atributo funcional reivindicado para o
iogurte, lembrando aos consumidores o beneficio que podem obter com o produto (ALMEIDA
et al., 2014). A Nestlé entra no mercado nacional em 2006, com o lancamento do Nesvita,
apesar das semelhancas na publicidade com o Activa, a empresa sui¢a ndo conseguiu ameacar
0 poder de mercado da Danone (ALMEIDA et al., 2014). A UP alimentos, jointventure entre
Unilever e Perdigéo, criada ha quase dois anos, coloca no mercado dois lacteos funcionais com
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a marca Becel Pro.Activ: sdo o iogurte e a bebida lactea, ambos com fitoesterois. Ja a Bertin,
que em 2007 entrou em lacteos com a compra da Vigor, lanca o Lective, um iogurte probidtico
que contém Lactobacillus e Bifidobacterium, que auxiliam o funcionamento da flora intestinal.
Por sua vez, a Itambé também lanca no mercado o iogurte Plenus, contendo Bifidobacterium
lactis e o Lactobacillus acidophilus (MILKPOINT, 2009). Tanto Vigor quanto Itambé almejam
0 mesmo publico da francesa Danone, com o Activia, que responde por quase 90% da venda de
iogurtes funcionais no Brasil. Com o Lective, a meta da Bertin é ocupar a segunda posicao entre
o0s iogurtes funcionais dentro de trés anos. Com isso, o Lective teria que tirar ndo s6 mercado
do Activia, como também dos produtos da Nestlé (Nesvita e Molico ActiFibras) e da Batavo
(Biofibras), que ja disputam o segmento no Brasil. E para isso ele aposta no preco: o Lective
chega com preco em média 10% menor que o rival Activia (MILKPOINT, 2009).
Preponderante no mercado de lacteos funcionais, a Danone observa o lan¢camento de novos
produtos no mercado brasileiro. A Vigor e a Cooperativa Central Aurora Alimentos buscam
rivalizar com a com a marca Activia, de modo a captar consumidores preocupados com a
saudabilidade além das propriedades nutricionais natural dos lacticinios (EPOCA, 2015).

De importante aposta da Vigor, os investimentos para a sedimentacdo da sua marca
Lactive juntamente com a reformulagdo do seu mix de produtos, a empresa prossegue em sua
estratégia de produtos funcionais, de maior valor agregado, objetivando ampliar suas margens
de rentabilidade (EPOCA, 2015). A Aurora, em outubro de 2015 langou o sabor morango em
sua linha Bio Equilibrio. O produto é adicionado de fibras e se destina a um publico extenso,
que opta por produtos funcionais (EPOCA, 2015). Tais investimentos se baseiam na expectativa
de que o consumo de lacteos funcionais ainda tem espaco para avancar no Brasil, embora a
crise econdmica seja um desafio (EPOCA, 2015).

O mercado probidtico permanecia, em 2016, principalmente composto de produtos a
base de leite e, afim de atingir-se uma maior parte dos consumidores, deve ser expandido para
além do nicho de alimentos lacteos (KANDYLIS et al., 2016). A demanda por alimentos
probidticos tem crescido rapidamente, alinhado com a mudanca do comportamento do
consumidor em relagdo a escolha dos alimentos, devido a maior compreensdo da relacéo entre
dieta e satde (SHORI, 2016). Os alimentos ndo mais se destinam apenas a satisfazer a fome e
fornecerem 0s nutrientes necessarios, mas também para prevenir doencas relacionadas a
alimentacdo. O avanc¢o dos produtos alimenticios agora € direcionado para assegurar beneficios
funcionais e nutricionais especificos (BETORET et al., 2015). Desse modo, os alimentos
probidticos devem possuir microrganismos probidticos viaveis em numero suficiente, no
momento do consumo, para poderem promover os efeitos benéficos, além de serem seguros ao
consumidor (TRIPATHI e GIRI, 2014; KANDYLIS et al., 2016).

A digestdo gastrointestinal submete os microrganismos probi6ticos a enzimas, pH e sais
biliares (ABADIA-GARCIA et al., 2013). Além das condices de crescimento ofertadas pela
matriz onde a cepa é inoculada, o tipo de cepa, as tecnologias de processamento aplicadas, a
temperatura de resfriamento e a competicdo por substrato sdo fatores preponderantes para o
numero de células viaveis no produto final (abadia-garcia et al., 2013; mokoena et al., 2016;
SHORI, 2016).

Os microrganismos probidticos mais utilizados sdo pertencentes aos grupos
Bifidobacterium e Lactobacillus. Ha, também, outros microrganismos com possivel acdo
probidtica como Streptococcus thermophilus que comumente é utilizado na producdo de
iogurtes, como cultura starter e tem sido relatado em estudos recentes, os efeitos de sua “agdo
probidtica” (KIANI, 2006; PRADO et al., 2008; MOKOENA et al., 2016; URIOT et al., 2017),
Enterococcus faecium, Saccharomyces boulardii (tripathi e giri, 2014; KANDYLIS et al.,
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2016). Espécies de Bifidobacterium e Lactobacillus sdo habitantes do intestino humano
(Bifidobacterium do intestino grosso; Lactobacillus do intestino delgado). Em termos de
resisténcia, Lactobacillus sdo geralmente mais viaveis que Bifidobacterium e sdo utilizados
tradicionalmente em leites fermentados. Os Lactobacillus sdo mais resistentes ao pH baixo e
apresentam melhor adaptacéo ao leite e outras matrizes alimentares (TRIPATHI e GIRI, 2014).
Apresentam condi¢cfes de crescimento 6timo em pH 5,5-6 e temperatura dentro de 35-40 °C,
mas podem tolerar temperaturas de até 45 °C (KAILASAPATHY, 2013). Por sua vez, 0
Bifidobacterium apresenta pH ideal de crescimento entre 6-7 e temperatura ideal de crescimento
entre 37-41 °C, com praticamente nenhum crescimento sendo verificado abaixo de 25 °C e
acima de 46 °C (KAILASAPATHY, 2013).

Os probidticos tém um grande potencial para melhorar a nutricdo, melhorar o sistema
imunolodgico, otimizar a microflora intestinal e promover a saide geral devido a sua capacidade
de competir com patdgenos por locais de adesdo (TOMA e POKROTNIEKS, 2006; BONIFAIT
et al., 2009; KORE et al., 2012). Ha varios beneficios relacionados a satde que sdo adquiridos
ao se consumir alimentos probidticos regularmente, incluindo propriedades antitumorais, bem
como protecdo contra infeccdes gastrointestinais, reducdo da colonizagdo gastrointestinal de
patdgenos, biodisponibilidade de vitaminas, aprimoramento do trénsito intestinal, alivio da
intolerdncia a lactose e reducdo da constipacdo (ZHENG et al., 2014; MOTA et al., 2015;
VANDENPLAS et al., 2015).

Destaca-se, também, a extensdo da vida util dos alimentos, em virtude da producéo de
distintos compostos organicos, entre eles as bacteriocinas produzidas pelas Bactéras acido
lacticas que apresentam ac¢do contra microrganismos deteriorantes e patogénicos presentes em
alimentos (YANG et al., 2014). As bacteriocinas sdo peptideos ou proteinas antimicrobianas
sintetizadas pelo ribossomo de bactérias e que tém a capacidade de matar ou inibir
microrganismos deteriorantes e patogénicos (EGAN et al., 2016). Bactérias acido lacticas
(BAL), produtoras de bacteriocinas, sdo de interesse crescente da indUstria de alimentos, pois
sdo de facil incorporacdo aos alimentos e sdo uma estratégia para atender as atuais demandas
do consumidor por alimentos isentos de aditivos quimicos (YANG et al., 2014; EGAN et al.,
2016). Além de serem consideradas um adjuvante natural, pois estdo presentes em diversos
alimentos fermentados ou nao fermentados ha muito manufaturados ao longo da histéria, sendo
geralmente reconhecidas como seguras (YANG et al., 2014; ALVAREZ-SIEIRO et al., 2016).
As bacteriocinas sdo provenientes de um grupo heterogéneo de bactérias gram-positivas, e as
mais empregadas na industria de alimentos sdo do género Lactococcus, Streptococcus,
Lactobacillus, Pediococcus e Enterococcus (EGAN et al., 2016).

Alvarez-sieiro et al. (2016) propuseram a divisdo das bacteriocinas de BAL em dois
grupos, termolabeis e termoestaveis, agrupando-as de acordo com as novas subclasses, baseado
em seus mecanismos de biossintese e atividade bioldgica. A classe I inclui peptideos produzidos
pelo ribossomo e modificados pos-traducdo, e a classe Il e classe Il compreendem as
bacteriocinas que ndo contém modificagdes pos-traducéo.

A acdo das bacteriocinas nos alimentos pode ser através da inoculacdo direta da cepa
produtora de bacteriocina ou adicionada na forma de preparados, como conservante. Esses
preparados sdo bacteriocinas purificadas ou semi-purificadas sendo adicionados ao alimento
como bioconservantes (ALVAREZ-SIEIRO et al., 2016).

A fermentacgéo do leite por bactérias lacticas (BAL) é utilizada para prolongar a vida
atil do leite, sendo aplicada principalmente em iogurtes e leite fermentados. O processo de
preparo de iogurtes e bebidas lacteas se assemelham e cada produto apresenta caracteristicas
estruturais especificas (MOKOONLALL et al., 2016).
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1.2 Tecnologia de Alta Presséo

O processo por alta pressdo (AP) é um dos métodos alternativos de conservagdo de
alimentos com maior éxito de utilizagdo recente pela industria, com efeitos adversos minimos
aos diferentes alimentos. Existem dois tipos de processos de alta pressdo: a Alta Pressédo
Hidrostatica (APH), Figura 4, que pode ser usada para processar alimentos liquidos e sélidos
(VOIGT et al., 2015; AUGUSTO et al., 2018), e a Homogeneizacdo a Ultra Alta Presséo
(HUAP), que é aplicada em produtos liquidos (ZAMORA E GUAMIS, 2015).

A tecnologia de AP compreende a aplicagéo de faixas de pressdo entre 100-1000 MPa
(ou 1000-10000 bar) aos diferentes tipos de matrizes alimenticias, com objetivo de: promover
a inativacdo enzimaética; inativar microrganismos patogénicos e deteriorantes; preservar as
caracteristicas sensoriais dos alimentos; estender a vida atil dos alimentos; reduzir o uso de
aditivos alimentares; estabilizacao coloidal através da reducdo do tamanho das particulas; maior
interacdo na interface proteinas-gorduras em bebidas (VOIGT et al., 2015; ANDRES et al.,
2016; CEBRIAN et al., 2016; CODINA-TORRELLA et al., 2016; PATRIGNANI E
LANCIOTTI, 2016).

Sé&o dois os principios basicos que se aplicam ao processo de APH, o principio de ‘Le
Chatelier’ e o principio Isostatico. O primeiro considera que "se uma mudanca nas condi¢oes é
imposta a um sistema em equilibrio, o sistema vai reagir para contrariar essa mudanca e
restaurar o equilibrio”. O principio isostatico concebe que o processo de pressdo hidrostatica €
independente de volume; por conseguinte, a pressdo pode ser aplicada instantaneamente e de
maneira uniforme ao longo de uma amostra e gradientes de pressao ndo existem, de modo que
0 tamanho e geometria do produto sdo irrelevantes. Este € um outro beneficio da APH
comparando com os alimentos processados pelo tratamento térmico convencional, em que
diferentes formas e volumes levam a um sobreaquecimento na superficie e a temperaturas
insuficientes no centro do produto, o que pode levar a sobrevivéncia de bactérias contaminantes
(VOIGT etal., 2015)

CARREGAMENTO DO PFOJU[O ENCHIMENTO DO VASO DE PRESSURIZACAO
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Figura 4. Processamento de alimentos por alta pressdo hidrostatica.

Segundo Voigt et al. (2015), o meio de transmissdo de pressdo pode ser agua ou uma
mistura de 6leo ou éalcool, dependendo do sistema a ser utilizado. Como resultado do
aquecimento adiabatico, a temperatura aumenta durante a pressurizagdo por até 2-3°C por 100
MPa para a agua, podendo alcancar 8°C em alimentos com alto teor de gordura.
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O primeiro estudo de Alta Pressdo Hidrostatica (APH) foi realizado nos Estados Unidos,
em 1885. Posteriormente, os pesquisadores verificaram que a APH propiciava efeito benéfico
ao leite, promovendo aumento da vida util da matéria prima. Desde entdo, varios estudos tém
norteado o potencial de aplicacdo da alta pressdo na inddstria alimenticia. Porém, apenas no
século XX, no Japdo, surgem os primeiros alimentos comercializados (TRUJILLO et al., 2002).
Nos dias atuais, a tecnologia de AP é utilizada em diversos paises, incluindo os Estados Unidos,
México, Coreia do Sul, Espanha e Japdo, com estimativas de vendas de US$ 10 bilhdes. O
numero de unidades de alta pressdo tem crescido exponencialmente ao redor do mundo,
superando 360 equipamentos industriais, sendo mais utilizada principalmente na América do
Norte (WANG et al., 2016; HUANG et al., 2017).

A aplicacdo da APH se d& comumente em alimentos previamente embalados a vacuo,
normalmente em embalagem flexivel, os quais sdo colocados num vaso de pressurizacdo em
que se injeta, apds fechamento hermético, um liquido de transmissdo de pressdo. A pressdo é
produzida por uma bomba hidraulica ou um pistdo e € transmitida isostaticamente dentro do
recipiente de pressdo para o produto, quase instantaneamente e de maneira uniforme. O
alimento sofre o processo de pressurizacdao durante um periodo requerido para ativar a
destruicdo ou a formacdo de ligacGes ndo covalentes presentes em componentes alimentares,
incluindo pontes de hidrogénio e ligacdes hidrofébicas, possibilitando desnaturar ou gelificar
proteinas, gelatinizar amido, desativar enzimas e/ou, principalmente, inativar bactérias
patogénicas e microrganismos deteriorantes nos alimentos (WANG et al., 2016).

Syed et al. (2014) conduziram estudo com Staphylococcus aureus em suco de laranja,
leite desnatado esterilizado e solu¢do tampé&o Tris. As amostras foram inoculadas com S. aureus
ATCC6538 de modo a resultar em contagem inicial de 1 x 10" UFC/mL. Todas as amostras
foram submetidas ao tratamento de 700MPa/5min variando-se a taxa de compressédo e
descompressao (rapida, média ou lenta) do equipamento de alta de pressdo. Apds 1 semana, as
contagens microbianas mais baixas foram observadas em amostras submetidas a compressao
rapida e descompressao lenta em leite desnatado (2,22 e 3,51 UFC/ ml) e no tampao Tris (1,25
e 3,85 UFC/ml), respectivamente, ndo havendo alteracao significativa nas contagens ap6s duas
semanas de armazenamento.

Por outro lado, verificou-se que o suco de laranja inibiu a sobrevivéncia de S. aureus a
niveis abaixo do limite de deteccdo (<1 UFC/ml) ap6s duas semanas de armazenamento
refrigerado (4-6°C) independente do tratamento por APH.

Evert-Arriagada et al. (2014) concluiram que queijos tratados a 500 MPa/5min/16°C e
armazenados a 4 °C apresentaram vida util de 19 dias, enquanto no queijo ndo tratado e
armazenado a 4 °C, a vida Util foi de 8 dias. De acordo com estudo de Andrés et al. (2016),
smoothies armazenados a 4 °C apresentaram vida util superior a 45 dias devido a significativa
reducdo de microrganismos mesofilos, bolores e leveduras quando tratados no intervalo de 450
e 650 MPa. Igualmente, o processo de AP ndo modificou compostos quimicos e parametros
fisico-quimicos, preservando os agucares individuais, acidos organicos e minerais.

O interesse industrial & crescente em processos ndo térmicos, 0s quais combinam
reducdo microbioldgica eficiente com a preservagdo maxima das propriedades fisico-quimicas,
bem como as caracteristicas nutricionais e sensoriais das matérias-primas e dos ingredientes
utilizados (PATRIGNANI e LANCIOTTI, 2016).
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1.3 Alta Pressao em Produtos Funcionais

O processamento de alta pressdo tem mostrado importantes aplicacGes para melhorar a
qualidade dos produtos alimentares, dada a sua capacidade de assegurar seguridade e aumentar
a vida de util pela inativacdo microrganismos, preservando ou melhorando alguns atributos de
qualidade (DENOYA et al., 2016; WANG et al., 2016; PEGA et al., 2018). Os tratamentos por
alta pressdo afetam as propriedades funcionais de proteinas através da ruptura e formacéo de
ligagbes de hidrogénio, alterando assim as interac@es hidrofobicas e de par idnico dessas
macromoléculas. No caso das principais proteinas do leite (soro proteinas e caseinas), a AP
induz mudancgas que melhoram sua funcionalidade para algumas aplicacdes. As micelas de
caseina dissociam em subunidades menores com propriedades de agregacdo aprimoradas
quando submetida a pressdes superiores a 100 MPa. H& também a desnaturacao e subsequente
agregacdo de B-lactoglobulina pressurizada na faixa de 200 a 600 MPa (DE ANCOS et al.,
2000; LOPEZ-FANDINO, 2006; PEGA et al., 2018). Atualmente, os consumidores est&o
exigindo cada vez mais produtos alimenticios naturais e voltados para a satde, impulsionando
a implementacéo de solugcdes que dispensem o uso de aditivos e minimamente processados. Os
alimentos, “clean label” portanto, ndo sé alegaram substituir os aditivos quimicos ou artificiais
por simples ingredientes naturais, mas também por serem processados por tecnologias menos
invasivas para manter a alta qualidade (ASIOLI et al., 2017).

Nos ultimos anos, 0 processamento por alta pressdo tem sido pesquisado com relacdo
aos efeitos em compostos bioativos, além da inativacdo de microrganismos e impacto sensorial.
Barba et al. (2013) verificaram compostos e propriedades funcionais, como capacidade
antioxidante, antocianinas poliméricas, compostos fendlicos totais e acido ascérbico em sucos
de mirtilo tratados a 0, 200, 400 e 600 MPa por 5, 9 e 15 minutos, e concluiram que todas os
indicadores funcionais (&cido ascorbico, fendlicos totais, antocianinas totais e capacidade
antioxidante) foram iguais ou superiores nos sucos pressurizados, sem apresentar diferenca
significativa entre os tratamentos.

Bebidas a base de leite acrescentadas com caqui pressurizado a 200 MPa/6min/25°C
apresentaram alto teor de carotenoides, quando comparadas ao produto pasteurizado a
70°C/15min, conforme verificaram Hernandez-Carrion et al. (2014), que atribuiram o resultado
a maior capacidade de extracdo de carotenoides e a precipitacdo de taninos em frutos de caqui,
0 que atenuou a adstringéncia da fruta

Zheng et al. (2014) constataram que a APH em suco de Lichia fermentado submetidos
a pressao de 500 MPa/2min/25°C contribuiu positivamente com as caracteristicas sensoriais
como: cor, flavour e aceitacdo global. A retencdo fendlica e atividade antioxidante foram
preservadas ao longo do armazenamento a 4 °C por 4 semanas, periodo ao final do qual a
contagem de Lactobacillus casei resultou superior a 8 log UFC/mL. Rodriguez-Roque et al.
(2015), em bebidas a base de suco frutas (de laranja, kiwi, abacaxi e manga), leite (integral,
desnatado) ou “leite” de soja, submeteram as amostras a um tratamento de 400 MPa/5 min e
concluiram ser superior a bioacessbilidade de vitamina C e fendlicos totais, em comparagéo
com as bebidas néo tratadas. Cilla, A. et al. (2012) aplicaram tratamento de APH (400 MPa/5
min/40 °C) em combinag&o com tratamento térmico (90 °C/30 s) em bebidas preparadas a partir
de sucos de frutas (laranja, kiwi, abacaxi e manga) e leite (integral ou/e desnatado ou “leite de
soja). Constataram que o tratamento com APH promoveu um aumento na bioacessibilidade de
carotenoides e tocoferdis, em comparacdo com o tratamento térmico, contrariamente ao
ocorrido com &cido ascérbico. Ainda segundo os autores, o tratamento com APH aumentou a
bioacessibilidade de compostos lipofilicos, 0 que pode estar relacionado a matriz alimentar.
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Em estudo de Gouvea (2017) sobre a aplicagdo de diferentes niveis de Alta Pressdo
Hidrostatica (250 ou 500MPa/10min) em queijo tipo Minas Frescal incorporado com diferentes
concentragfes de cenoura (3 e 6%) , observou que a APH ndo impactou nos niveis de
carotenoides do produto, e promoveu a extensdo da vida util. Destacando ainda, o potencial da
tecnologia para o desenvolvimento de produtos lacteos funcionais. Também em queijo tipo
Minas Frescal, tratados a (200 ou 350MPa/5min), Martins (2018) sugere que a utilizacdo da
APH em l4cteos probidticos afetou a viabilidade inicial de Bifidobacterium subsp. lactis, porém
ao longo do armazenamento refrigerado a 4 £ 2 °C por 28 dias ndo houve influéncia na
contagem dos probioticos. Sendo assim, as amostras mantiveram-se dentro do padrdo exigido
para serem consideradas probiéticas ao longo de todo o periodo de estocagem.

A APH pode ser aplicada em smoothies de frutas preparado com suco de laranja, suco
de mamao, suco de meldo, suco de cenoura e leite desnatado. Segundo Andres et al. (2016), as
condigdes de processamento (450 ou 600MPa/3min) preservaram 0s compostos bioativos
naturais e a atividade antioxidante em comparacdo ao processo térmico 80 °C/3min. E
enfatizam, que as amostras pressurizadas a 450MPa/3min mantiveram-se com alteragdes
sensoriais minimas, além de elevada biodisponibilidade de licopeno, B-caroteno e polifendis,
assim como alta capacidade de retencdo de &cido ascorbico e elevada atividade antioxidante.

O tratamento por APH é uma tecnologia importante para o desenvolvimento de
alimentos “clean label”, dispensando o uso de aditivos, mantendo a qualidade dos alimentos e
de comprovada seguridade microbioldgica. O emprego da tecnologia prolonga a extensdo da
vida atil dos alimentos armazenados, e assim, preserva caracteristicas fisico-quimicas e
sensoriais, como por exemplo, a cor e o sabor dos alimentos, remetendo as condic¢des de
processamento minimo e suprindo as expectativas crescentes entre os consumidores por
alimentos com uso reduzido de aditivos quimicos (HUANG et al., 2017).
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2 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de microrganismos probidticos é determinante para a funcionalidade em
alimentos, em virtude dos potenciais beneficios a saude descrito destes microrganismos,
contribuindo também para a extensao da vida atil dos produtos. Bebidas lacteas adicionadas de
suco de frutas se destacam como produtos de excelente aceitacdo entre os consumidores devido
as suas caracteristicas nutricionais e sensoriais. Juntamente com o0s beneficios associados aos
probidticos, a utilizacdo da tecnologia de alta pressao hidrostatica confere ao produto seguranca
microbiologica, preservando suas caracteristicas sensoriais ao longo do armazenamento
refrigerado, atendendo a demanda dos consumidores por alimentos mais saudaveis. Ressalta-se
ainda, que o comportamento mercadoldgico assegura que a América Latina, e em especial o
Brasil, ao longo da ultima década apresentou crescimento significativo no segmento de
alimentos funcionais, sobretudo no segmento de lacteos, e que as empresas dos setores de
laticinios continuamente investem em novas formulagdes e processos para suprirem a demanda
continua e exigente. Com base nessas diretrizes, é oportuno, o desenvolvimento da bebida lactea
fermentada probidtica tratada por alta pressdo hidrostatica priorizando sua seguridade
microbioldgica, qualidade nutricional e dispensando o uso de aditivo.
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CAPITULO 1l
BEBIDA LACTEA FERMENTADA: FORMULACAO E PROCESSO
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RESUMO

Produtos lacteos sdo uma alternativa adequada como alimentos funcionais por apresentarem
excelente valor nutricional, por serem amplamente aceitos e consumidos e potenciais matrizes
para inoculacdo de microrganismos probidticos. O objetivo deste estudo foi desenvolver uma
bebida lactea fermentada com frutas adicionada de cultura probidtica e avaliar sua aceitacdo
entre os consumidores para definigdo da formulagéo ideal, bem como, foi realizada a contagem
de Lactobacillus acidophilus para caracterizacdo do produto como alimento probidtico. Para a
formulacdo da bebida utilizou-se leite, soro de leite, acucar e polpa de frutas pasteurizadas de
mamao e laranja como principais ingredientes. A formulacéo das bebidas consistiu em misturar
as polpas de frutas com uma base lactea a base de leite e soro de leite, previamente fermentada
por cultura mista probiotica comercial ABT-5. Foram testadas 06 formulagcdes mantendo a base
lactea fixa em (70%), composta por (50%) de &gua mineral e (50%) de leite desnatado com a
concentracdo de probioticos (0,5g/L), variando a concentracdo de agucar em (4,7 ou 10%) e
quanto a saborizagdo, o suco foi composto por (70%) de mamao e (30%) de laranja ou (60%)
de mamdo e (40%) de laranja. As bebidas elaboradas foram armazenadas a 5+1 °C e ap0s 24h
oferecidas a 90 provadores para caracterizacdo sensorial. A aceitacdo das amostras variou de
5,1 até 6,9 em escala hedbnica de nove pontos. Avaliou-se a enumeracdo de Lactobacillus
acidophilus LA-5 que variou de 7,83 a 8,09 log UFC/mL na 12 semana de armazenamento
refrigerado. Os resultados sugerem que as bebidas se mostraram adequadas para inoculacdo de
probioticos e atenderam a exigéncia legislacdo, sendo portanto, um produto probiotico. As
amostras com niveis de acgucar de (7) ou (10%) obtiveram baixa aceitacdo, enquanto as amostras
com teores de agUcar de (4%) e (7%) e (60%) de suco de mamao e (40%) de suco de laranja em
suas formulacdes foram as preferidas pelos consumidores.

Palavras-chave: Bebida lactea; probidticos; analise sensorial.
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ABSTRACT

Dairy products are an adequate alternative as functional foods because they present excellent
nutritional value, being widely accepted and consumed and potential matrices for inoculation
of probiotic microorganisms. The objective of this study was to develop a fermented milk drink
fermented with probiotic culture and to evaluate its acceptance among consumers to define the
ideal formulation, as well as, the Lactobacillus acidophilus count was performed to characterize
the product as a probiotic food. For the formulation of the beverage was used milk, whey, sugar
and pulp of pasteurized fruits of papaya and orange as main ingredients. The beverage
formulation consisted of blending the fruit pulps with a dairy base based on milk and whey,
previously fermented by mixed commercial probiotic ABT-5 culture. Six formulations were
tested maintaining the milk base fixed in (70%), composed of (50%) mineral water and (50%)
skimmed milk with probiotic concentration (0.5 g / L), varying the sugar concentration (70%)
of papaya and (30%) of orange or (60%) of papaya and (40%) of orange. The elaborated
beverages were stored at 5 + 1 ° C and after 24 hours offered to 90 tasters for sensorial
characterization. Sample acceptance ranged from 5.1 to 6.9 on a nine-point hedonic scale. The
enumeration of Lactobacillus acidophilus LA-5 ranging from 7.83 to 8.09 log CFU / mL in the
first week of refrigerated storage was evaluated. The results suggest that the beverages proved
to be adequate for inoculation of probiotics and met the requirement legislation, thus being a
probiotic product. Samples with sugar levels of 7 or 10% obtained low acceptance, while
samples with sugar contents of (4%) and (7%) and (60%) of papaya juice and (40%) of orange
juice in their formulations were preferred by consumers.

Keywords: Dairy beverage; probiotics; sensory analysis.
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1 INTRODUCAO

Os produtos lacteos séo boas matrizes para inoculacdo de probidticos (FERNANDES
PEREIRA e RODRIGUES, 2018). Uma vez que suas composi¢des sao fontes de proteina,
minerais e vitaminas que propiciam ambiente favoravel para o desenvolvimento de probioticos
(HE e HEKMAT, 2014; VAN HOOIJDONK e HETTINGA, 2015). logurtes, bebidas a base de
leite e leites fermentados estdo entre os principais alimentos probidticos consumidos no mundo.
Contudo, os alimentos devem conter uma concentragio adequada de probidticos, ou seja, 102 a
10° UFC/g quando consumidos, para ter um efeito benéfico para a salde (LOURENS-
HATTINGH e VILJOEN, 2001; JAYAMANNE e ADAMS, 2006; FERNANDES PEREIRA
e RODRIGUES, 2018; PEREIRA et al., 2018). Estudos recentes assinalam que o consumo
continuo de alimentos probioticos promovem diversos beneficios, incluindo o equilibrio da
flora intestinal, bem como o incremento da resisténcia contra microrganismos patogénicos
(ZHENG et al., 2014; ZOUMPOPOULOU et al., 2017).Usualmente em produtos lacteos séo
usados cepas de Lactobacillus acidophilus que através de sua producdo de acidos organicos
(&cido lactico, acido aceético, etc) colaboram para o equilibrio da flora intestinal (YERLIKAYA,
2014). Bem como, cepas de Bifidobacterium animalis subsp. lactis que promovem varios
efeitos relacionados a saude, incluindo resisténcia a microrganismos patogénicos (MOTA et
al., 2015). E cepas de Streptococcus thermophilus, cultura starter na producéo de iogurtes, tem
sido descrita com potencial probi6tico, e mostraram efeitos benéficos a salide como a prevengéo
de gastrite e alivio da intoleréncia a lactose (KIANI, 2006; PRADO et al., 2008; MOKOENA
etal., 2016; URIOT et al., 2017).

Estas potenciais propriedades funcionais multiplas resultaram no aumento da producéo
de diferentes tipos de leite fermentado, incluindo com adicdo de frutas, nozes, ervas e fibras
para atender a demanda crescente de consumidores (SHORI e BABA, 2013; ZHANG et al.,
2016; SU et al., 2017).

Os sucos de frutas, assim como os produtos lacteos, oferecem diversas vantagens para
0s microrganismos probioticos (FERNANDES PEREIRA e RODRIGUES, 2018). Constituem
uma rica fonte de nutrientes (antioxidantes, minerais e vitaminas) e seus acUcares naturais
contribuem para o crescimento de probidticos. Os sucos citricos, especialmente o suco de
laranja, constituem fontes de vitamina C e compostos bioativos com ampla gama de atividades
bioldgicas favoraveis a sadde (LI e SCHLUESENER, 2017). Auxilia na prevencao do cancer,
a vitamina C e o betacaroteno conferem efeito protetor as células contra os danos causados
pelos radicais livres, retardando o envelhecimento celular e podendo diminuir o risco de cancer.
Os flavonoides contidos no suco atuam como antioxidantes e podem diminuir o LDL (low
density lipoproteins) ou “colesterol ruim” relacionado a doengas cardiovasculares e aumentar
0 HDL (high density lipoproteins) ou “colesterol bom” que promove a redugdo dos cristais de
colesterol que sdo acumulados nas artérias (CITRUSBR, 2017). O Brasil responde por 34% da
laranja e mais da metade do suco produzido em todo o mundo, considerando a média das ultimas
cinco safras reportadas no levantamento mundial feito pelo Departamento da Agricultura dos
Estados Unidos (USDA). De acordo com o mesmo 0rgdo, o Brasil responde por 76% de
participacdo no comércio mundial de suco de laranja, consolidando-se como 0 mais importante
fornecedor global desse nobre produto. Por ser uma atividade que exige uma grande quantidade
de méo de obra, especialmente durante a colheita, a citricultura também tem um impacto
bastante forte na economia dos 350 municipios de Sdo Paulo e Triangulo Mineiro onde a
atividade é predominante e também em seus arredores. Ainda assim, apenas 3% da média das
ultimas cinco safras foram consumidas no mercado interno, os demais 97% foram destinados a
exportacdo (FAVA NEVES e TROMBIN, 2017) Banana, mamado, manga e outras frutas séo
grandes culturas frutiferas de areas tropicais e subtropicais (ALI et al., 2004; SAUCO et al.,
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2014), também com sucos com elevado valor nutricional (MEGIAS-PEREZ et al., 2014). O
Brasil € o maior produtor e exportador de mamao, atendendo a mercados exigentes como 0s
Estados Unidos e a Europa (SEBRAE, 2016). O maméao é consumido preferencialmente fresco,
mas sua industrializacdo, por meio do aproveitamento integral do fruto, oferece extensa gama
de produtos e subprodutos, que podem ser utilizados na inddstria de alimentos, téxtil,
farmacéutica e racdo animal (SEBRAE, 2016). O mamoeiro é uma planta precoce, com inicio
de florescimento e frutificacdo entre trés e quatro meses ap6s o plantio. A exploracdo comercial
se estende até o terceiro ano de idade, quando a planta atinge altura elevada, que dificulta a
colheita, e ha perda de qualidade e produtividade (SEBRAE, 2016). De fruto muito perecivel,
0 mamoeiro apresenta elevado nivel de perda na fase pés-colheita, atribuida principalmente aos
danos mecanicos provenientes de atrito e/ou compressdo. Os danos ocorrem devido ao
manuseio inadequado dos frutos, assim como no transporte destes. A polpa do fruto maduro é
usada na industria de alimentos para producdo de conservas, geleias, sucos e néctares,
combinados ou ndo com outras frutas tropicais, além de puré, pelo processo asséptico ou na
forma congelada (SEBRAE, 2016). No Brasil, os principais métodos de industrializagéo sdo
compotas, puré asséptico — em pequena escala — e fruta cristalizada. Do latex do fruto verde é
extraida a papaina, enzima que quebra proteinas (proteolitica), utilizada para os mais variados
fins nas industrias téxteis, farmacéuticas, de alimentos e de cosméticos. Pode ser apresentada
nas formas refinada, liquida ou purificada (SEBRAE, 2016). A industria de cerveja € a principal
consumidora de papaina, com cerca de 75% da demanda, utilizando-a na clarificacdo e
estabilizacdo de cerveja. Além da papaina, também se extrai das folhas, frutos e sementes do
mamoeiro, um alcaloide denominado carpaina, utilizado como ativador cardiaco. Além disso,
0 mamao é uma boa fonte de calcio e uma excelente fonte de provitamina A e de acido ascorbico
(Vitamina C). Do fruto integral "riscado”, apds a extracao do latex, é extraida a pectina, usada
na industria de alimentos e componente peletizado para racdo animal. Das sementes é extraido
6leo para uso industrial e torta para racdo animal (SEBRAE, 2016).

A andlise descritiva tem sido a principal ferramenta da ciéncia sensorial para obter dados
detalhados, confiaveis e reprodutiveis para descrever os perfis sensoriais de produtos
alimentares (ALEXI et al., 2018). Dentro do perfil do produto, um passo fundamental é a
selecdo de uma formulacdo que esteja alinhada tanto quanto possivel com as preferéncias
sensoriais do consumidor (VAN KLEEF et al., 2006).

CATA ou “check-all-that-apply”, tem sido cada vez mais utilizado como um método
rapido para obter perfis de alimentos e produtos ndo alimenticios (VARELA E ARES, 2014). O
método foi utilizado pela primeira vez em pesquisa de mercado, para entender a percepcao do
consumidor em relacdo a determinada marca (GRYGORCZYK et al., 2017). Devido a sua
aplicacdo simples, pequenos requisitos de esforgo cognitivo e a resposta rapida das
caracteristicas sensoriais dos produtos examinados pelos avaliadores, o0 CATA, quando
comparado aos diversos métodos existentes de analise sensorial, ganhou popularidade entre os
pesquisadores (ALEXI et al., 2018). Além disso, 0 CATA é um método nédo holistico, uma vez
que ndo requer uma avaliacdo simultanea de todas as amostras, 0 que o torna apropriado para
grandes conjuntos de produtos e/ou quando a ordem de apresentagdo monadica das amostras é
necessaria (ARES, 2015).

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de bebida lactea fermentada sabor

mamao e laranja adicionada de cultura probidtica mista e o estudo comparativo sobre as
diferentes formulagdes do produto, com base na avaliagdo sensorial.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matérias-primas

Para o processamento da bebida lactea fermentada adicionada de probioticos,
inicialmente foi realizada a constituicdo da base lactea: com a utilizacéo de soro de leite em p6
(ALIBRA), leite UHT desnatado (REGINA), adquirido junto a supermercados locais e
mantidos a temperatura ambiente até 0 momento de fabricacdo das bebidas, e &gua mineral
Petropolis adquirido junto a supermercados localizados na Barra da Tijuca — Rio de Janeiro, RJ
e transportados para as instalagbes da EMBRAPA Agroindlstria de Alimentos A (Rio de
Janeiro, RJ).

Foi utilizado cultura mista probidtica ABT-5 (Christian Hansen) em p6 composta de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12, Lactobacillus acidophilus LA-5 e Streptococcus
thermophilus. Quanto a saborizacéo, foram utilizadas polpas comerciais pasteurizadas, de sabor
mamao (MAISFRUTA) e de sabor laranja (BELAISCHIA), ambas adquiridas na Central de
Abastecimento do Estado do Rio de Janeiro (CEASA) e transportadas para EMBRAPA
Agroindustria de Alimentos, e mantido a temperatura de congelamento (-18 £ 1 °C) até o
momento do processamento. Para adocar a bebida, foi utilizado agucar refinado comercial
(Acucar Uniao).

2.1.1 Processo da bebida lactea

O processo de obtencgdo da bebida lactea fermentada, conforme estabelecido por Masson
(2010), alterando-se a utilizacéo de leite cru desnatado por leite UHT desnatado, assim como o
tempo de fermentacédo que foi reduzido de 210min para 150min e adaptado aos objetivos do
presente estudo, € apresentado na Figura 1.

Todos os equipamentos e utensilios utilizados para o processamento da bebida foram
higienizados com &gua clorada (100 ppm). As polpas comerciais foram retiradas das
embalagens com prévia lavagem externa.

Formulacao da Base Lactea
(50% Leite UHT + 50% Soro deileyite em pé reconstituido em H,0O)

Adicao de cultura mista probidtica 0,5g/L

\Z
Incubacéo a 43°C por 2h30min

\Z

Resfriamento até 10°C

Adigao do suco
(polpa de mamao e polpa de laranja)

Adicao de agucar
(40,70 ou 100g/L de Bebida Pronta)
A4

Envase em garrafas estéreis

\Z

Armazenamento sob refrigeragéo a 5+1°C por 24h

\Z

Bebida pronta para consumo

Figura 1. Fluxograma para o preparo das bebidas.
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Para a obtencdo da bebida, procedeu-se primeiramente o preparo da base lactea, que
consiste na reconstituicdo do soro de leite em p6 9g/100mL em &gua mineral, adicionado de
leite UHT, Procedendo-se em seguida o encaminhamento para estufa a temperatura de 43 °C
por 150 minutos para fermentacgéo, até atingir-se pH = 4,6 £ 0,2. Apos a fermentacdo, a base
lactea foi transferida para B.O.D até atingir a temperatura de 10 °C, e entdo se adicionou as
polpas e aclcar de acordo com cada formulacdo a ser avaliada. Para todas as amostras foi
adicionado 0,5g de cultura mista probittica (ABT-5) para um litro da bebida pronta. Ou seja,
em 700mL de base lactea, foi adicionado 0,59 do probidtico para proceder a fermentacéo.
Foram preparadas seis formulacbes de bebida lactea fermentada sabor mamao e laranja cuja
formulacdo especifica € descrita na Tabela 1. Sendo utilizada, a seguinte codificacdo para
identificacdo das formulagdes: A (180mL de polpa de mamé&o, 120mL de polpa de laranja e 40g
de acucar), B (150mL de polpa de maméo, 150mL de polpa de laranja e 40g de acucar), C
(180mL de polpa de mamao, 120mL de polpa de laranja e 70g de acucar), D (150mL de polpa
de mamao, 150mL de polpa de laranja e 70g de acuUcar), E (180mL de polpa de maméo, 120mL
de polpa de laranja e 100g de agucar) e F(150mL de polpa de mamao, 150mL de polpa de
laranja e 100g de acUcar). Posteriormente, a bebida foi envasada em garrafas estéreis e
armazenada sob refrigeragdo a 5x1 °C por 24 horas.

Tabela 1. FormulacGes da bebida lactea fermentada sabor mamao e laranja.

Polpa de mamao Adicédo agucar

Amostras (mL/L) Polpa de laranja (mL/L) @)
A 180 120 40
B 150 150 40
C 180 120 70
D 150 150 70
E 180 120 100
F 150 150 100

A — Bebida lactea fermentada mamao e laranja com 4% de agUcar, 60% de polpa de mamao e 40% de polpa de
laranja; B — Bebida lactea fermentada mamao e laranja com 4% de agucar, 50% de polpa de mamé&o e 50% de
polpa de laranja; C — Bebida lactea fermentada mamao e laranja com 7% de agucar, 60% de polpa de maméo e
40% de polpa de laranja; D — Bebida lactea fermentada mamdo e laranja com 7% de agucar, 50% de polpa de
mamao e 50% de polpa de laranja; E — Bebida lactea fermentada mamao e laranja com 10% de acucar, 60% de
polpa de mamao e 40% de polpa de laranja; F — Bebida lactea fermentada maméo e laranja com 10% de agUcar,
50% de polpa de maméo e 50% de polpa de laranja.

2.2 Analises Microbioldgicas

As andlises realizadas compreenderam, além da enumeracdo de Lactobacillus spp, a
contagem de coliformes termotolerantes a 45°C, de acordo com Aoac (2000), utilizando-se
placas PetrifilmTM CC (3M Company, St. Paul, MN, EUA), bolores e leveduras, contagem de
Estafilococos coagulase positivo e determinacgéo de Salmonella sp., realizado em laboratdrio de
microbiologia, com metodologia adaptada de Tournas et al. (2001) e Hitchins et al. (1998), de
acordo com a instru¢do normativa n°62 (BRASIL, 2003).
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2.2.1 Enumeracéo de Lactobacillus spp.

As analises de L. acidophilus nas bebidas lacteas foram realizadas pela completa
homogeneiza¢do manual de 25 mL de amostra com 225 mL de agua peptonada. Pelo menos 3
diluicdes seriadas 1:10 da bebida lactea em agua peptonada foram inoculadas em profundidade
em duas placas de agar De-Man-Rogosa-Sharpe (MRS) (Sigma - Aldrich, St. Louis MO, USA).
A enumeracdo foi conduzida apos incubacdo em aerobiose a 37 °C por 72 h (ASHRAF E
SHAH, 2011). Optou-se pela enumeracao apenas do Lactobacillus acidophilus, em virtude de
sua sensibilidade, de modo que identificada sua presenca, seria indicativo da presenca dos
demais probidticos.

O processamento e analises microbioldgicas, foram realizados em duplicata e, para cada
diluicdo, o plaqueamento foi realizado em duplicata, com duas repeti¢Ges de processo, a fim de
elevar a confiabilidade dos resultados.

2.3 Andlise sensorial

Os participantes avaliaram a aceitacdo global das amostras utilizando escalas heddnicas
horizontais de 9 pontos, variando de “desgostei extremamente” (1) a “gostei extremamente”
(9). Posteriormente, foram solicitados a marcar todos os termos CATA que consideravam
adequados para descrever as amostras. A ordem de apresentacdo das amostras assim como dos
termos CATA seguiu delineamento balanceado. Os termos CATA foram identificados em
estudo preliminar com avaliadores treinados. Sendo estes: Acidez - &cido, pouco acido; Docgura
- muito doce, doce, tem equilibrio doce/acido; Consisténcia - boa consisténcia, pouco
consistente/aguada; Cor - cor atrativa; Sabor: sabor de fermentado, sabor de laranja e sabor
de maméo; Aroma: aroma de fermentado, aroma doce e aroma suave; Aparéncia: aparéncia
homogénea; e arenosa.

Apos avaliar as seis amostras de bebida lactea fermentada probidtica de maméo e
laranja, os participantes foram solicitados a marcar os termos que consideravam apropriados
para descrever a bebida lactea ideal. Os dados foram analisados por ANOVA, sendo que Mapa
de Preferéncia Interno e a representacdo dos atributos obtidos pelo teste Q de Cochran foram
utilizados para obter uma representacdo das amostras e a relagdo entre as mesmas e 0s termos das
questdes CATA.

2.3.1 Consumidores participantes da avaliacao sensorial

Noventa consumidores voluntéarios ndo treinados, com idade entre 18 e 65 anos (sendo
58% homens e 42% mulheres) participaram do estudo de caracterizagdo sensorial das bebidas
lacteas fermentadas probidticas, o qual foi realizado na Embrapa Agroindustria de Alimentos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Enumeracéo de Lactobacillus spp.

Para ser considerado probidtico o produto deve apresentar a concentragdo de 107 a 108
(UFC.g?) de bactérias probidticas viaveis no momento do consumo (BRASIL, 2008). Em 100
g do produto no momento do consumo deve apresentar 10 UFC/g de probidticos viaveis
(MARUYAMA et al., 2006). As enumeracdes de probioticos das amostras apds o preparo das
bebidas e ap0ds 7 dias de armazenamento refrigerado sdo dispostas na Tabela 2.

Tabela 2. Sobrevivéncia em UFC/mL de Lactobacillus spp. ao longo do armazenamento refrigerado
5+1 °C por 7 dias.

Tempo (dias) A B C D E F
1 7,94 +(0,01)B 7,83+ (0,01)%® 8,05+ (0,01)A 7,98 +(0,01)% 8,12+ (0,01)"* 8,09 + (0,01)"*
7 7,71+ (0,04)B 7,60+ (0,01) 7,87 +(0,01)A 7,73+ (0,01)B> 7,88+ (0,01)A° 7,85 % (0,02)A°

(A) — Bebida lactea fermentada mamao e laranja com 4% de agUcar, 60% de polpa de mamao e 40% de polpa de
laranja; (B) — Bebida l4ctea fermentada maméo e laranja com 4% de agUcar, 50% de polpa de maméo e 50% de
polpa de laranja; (C) — Bebida l4ctea fermentada mamado e laranja com 7% de acucar, 60% de polpa de mamao e
40% de polpa de laranja; (D) — Bebida lactea fermentada maméo e laranja com 7% de acUcar, 50% de polpa de
mamdo e 50% de polpa de laranja; (E) — Bebida lactea fermentada mamao e laranja com 10% de agUcar, 60% de
polpa de maméo e 40% de polpa de laranja; (F) — Bebida lactea fermentada maméo e laranja com 10% de acucar,
50% de polpa de maméo e 50% de polpa de laranja.

(*)Médias com letras maiusculas iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).
(**)Médias com letras mindsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).

De acordo com analise estatistica houve diferenca significativa (p<0,05) entre as
formulacBes e ao longo do armazenamento refrigerado pelo teste de Tukey. Conforme o
requisito legal, todas as amostras apresentaram concentragdo de 107 a 108 (UFC.g™Y) de bactérias
probidticas viaveis, podendo serem consideradas probidticas.

Em sua contagem inicial, a amostra (E), com 8,12 log UFC/mL, e a amostra (F), com
8,09 log UFC/mL de microrganismos viaveis, sdo as que apresentaram maior enumeracao de
probidticos, sem diferenca significativa entre ambas. Comportamento analogo também foi
observado no 7° dia de armazenamento refrigerado, em que as mesmas amostras (E) e (F)
apresentaram 7,88 e 7,85 log UFC/mL respectivamente, mantendo-se com a maior
concentra¢do de microrganismos viaveis. Costa et al. (2014), ap6s a fermentacdo, obtiveram
contagens elevadas para S. thermophilus (8,99 log UFC/mL), L. delbrueckii ssp. Bulgaricus
(7,83 log UFC/mL) e L. acidophiluss (9,49 log UFC/mL) em iogurtes a base de leite de
cabra. Resultados similares foram obtidos para S. thermophilus (9-11 log UFC/mL)
e L. bulgaricus (8-9 log UFC/mL) em iogurtes preparados com leite de ovelhas (COSTA et al.,
2014; BALTHAZAR et al., 2016). Machado et al. (2017), em estudo de iogurte produzido com
leite de cabra e adicionado de mel, obtiveram, no primeiro dia de armazenamento refrigerado,
aproximadamente 8,5 log UFC/mL para L. acidophilus. Todos os estudos citados atribuiram o
desenvolvimento de L. acidophilus a uma quantidade minima de agucar nas formulacgdes e,
analogamente, os resultados apresentados na Tabela 2, sugerem que as formulacdes com
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maiores niveis de acglcar obtiveram maior sobrevivéncia de L. acidophilus no D1 e no D7 do
armazenamento refrigerado.

A alta concentracdo de acucar adicionada ao leite antes do processo de fermentacéo,
pode promover estresse osmotico, resultando em longo tempo de fermentacdo e também ao
desenvolvimento de produtos com baixo teor de &cidos orgénicos, devido a uma menor
atividade de agua (SHAH E RAVULA, 2000).

Maganha et al. (2014) ao avaliarem a viabilidade de bactérias probidticas em leite
fermentado desnatado produzido com diferentes niveis de acucar (0% ou 10%) e leite em pd
(0%, 5%, 10% e 15%), obtiveram contagens para L. acidophilus na faixa de 6,22 a 8,26 log
UFC/mL ao longo do armazenamento de 21 dias. Sugerindo que maior conteddo de sélidos
totais ndo influenciou significativamente nas contagens L. acidophilus durante o
armazenamento.

3.2 Perfil microbioldgico deteriorante e patogénico

O regulamento técnico sobre os padrdes microbioldgicos para alimentos estabelece que
o limite aceitavel para coliformes 45 °C de 5,0 x10° e para Staphylococcus aureus é de 1,0 x103,
Para Salmonella sp., a exigéncia é que o produto ndo apresente contagem deste microrganismo,
devendo estar ausentes (BRASIL, 2001). Conforme disposto na Tabela 3, onde para as analises
de Estafilococos coagulase positiva e Coliformes 45 °C que mantiveram-se dentro do padrédo
exigido, apresentando contagens inferiores a 1,0 x 10* para todas as amostras analisadas no
primeiro dia de armazenamento refrigerado. O mesmo pode-se observar nas analises de
amostras compostas para Salmonella sp., em que todos os resultados foram ausentes para todas
as amostras em questao.

Com base nos dados apresentados na Tabela 3, as amostras foram consideradas aptas
para 0 consumo, com qualidade microbioldgica desejada e sem oferecerem riscos aos
consumidores no estudo.

Tabela 3. Enumeracéo de fungos filamentosos e leveduras, Salmonella sp (amostra composta).,
Estafilococos coagulase positiva e Coliformes 45 °C para as amostras de bebida lactea
fermentada adicionada de cultura probidtica mista ABT-5.

Microrganismo Contagem
Fungos filamentosos e leveduras <1,0 x 10! UFC/g
Salmonella sp. Ausente (em 25 mL)
Estafilococos coagulase positiva <1,0 x 10! UFC/g
Coliformes 45°C <1,0 x 10! UFC/g

(*) Resultados para todas as amostras;
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3.3 Caracterizacgao sensorial

Ap0s avaliacdo microbiologica dos Coliformes 45 °C, Salmonella sp. e Staphylococcus
aureus de acordo com a legislacdo brasileira, procedeu-se o estudo de aceitacdo, com
participacdo de 90 consumidores ndo treinados.

As médias e desvio padrdo da aceitacdo sdo apresentados na Tabela 4. As bebidas que
apresentaram em suas formulagfes, maior porcentagem de polpa de mamé&o, com niveis de
acucar mais baixo e intermediario, foram as mais aceitas, enquanto as bebidas que possuiam
maior nivel de agicar em suas formulagdes obtiveram médias baixas.

Tabela 4. Médias de aceitacio® das amostras de Bebida Lactea Fermentada.

Amostra
1 2 3 4 5 6
A B C D
Aceitacéo
(n=90) 6,7+(1,9® 62+(1,7) 69+(1,8?* 64+(1,8*® 52+(18)° 51%(2,0)"

(8) avaliada em escala heddnica de 9-pontos, variando de 1: desgostei muitissimo a 9: gostei muitissimo.
*Letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si significativamente (p > 0,05) pelo teste de Tukey.
**Letras diferentes na mesma linha diferem entre si significativamente (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
(A) — Bebida lactea fermentada mamao e laranja com 4% de acucar, 60% de polpa de mamao e 40% de polpa de
laranja; (B) — Bebida lactea fermentada mamé&o e laranja com 4% de agucar, 50% de polpa de maméo e 50% de
polpa de laranja; (C) — Bebida lactea fermentada mamado e laranja com 7% de agucar, 60% de polpa de maméo e
40% de polpa de laranja; (D) — Bebida lactea fermentada maméo e laranja com 7% de acUcar, 50% de polpa de
mamdo e 50% de polpa de laranja; (E) — Bebida lactea fermentada mamao e laranja com 10% de agUcar, 60% de
polpa de maméo e 40% de polpa de laranja; (F) — Bebida lactea fermentada maméo e laranja com 10% de agUcar,
50% de polpa de maméo e 50% de polpa de laranja.

A amostra (C) alcangou média 6,9 + (1,8) e a (A) 6,7 £ (1,9), tendo sido as melhores
avaliadas pelos consumidores, e nao diferiram significativamente (p > 0,05) entre si. Matos
(2009) elaborou seis formulacdes de bebida lactea com 25% de polpa de graviola, variando a
proporcéao de agucar (12%; 14% e 16%). Os resultados mostraram que mais de 12% de acUcar
nas bebidas diminuiu a preferéncia pelos consumidores, pois a dogura sobressai ao sabor e
aroma da graviola. Por outro lado, as bebidas (E) e (F) obtiveram as menores médias de
aceitacdo sendo, portanto, as menos preferidas pelos consumidores do estudo. Johansen et al.
(2011) corroboraram em seu estudo “Motiva¢do para escolha e percepgdo de saudabilidade de
produtos ldacteos com calorias reduzidas. Um estudo transcultural”, que 0s principais motivos
dos consumidores para escolher iogurtes e queijos com baixo teor caldrico estavam
relacionados a baixo teor de gordura, saude e bom gosto. Além disso, também influiram o
controle de peso, aspectos nutricionais, disponibilidade e estilo de vida. O grupo de
colaboradores do estudo, apresentado na Tabela 5 foi composto por consumidores masculinos
(58%) e mulheres (42%), em sua maioria (54%) com faixa etaria de 18-25 anos e 26-35 anos,
jovens a adultos jovens, e com elevado nivel de escolaridade (54%) (poOs-graduacédo). A
conscientizacao a respeito dos beneficios de dietas balanceadas orienta-se aos habitos mais
saudaveis de consumo e cuidados com a saude, préaticas de atividades fisicas por exemplo, e
conseguinte escolhas por produtos com caracteristicas nutricionais diferenciadas.
Evidentemente as caracteriticas sensorias das amostras pode elucidar em sua preferéncia, que
nesse estudo houve predilecdo por amostras com nivel de agucar reduzido, em detrimento as
amostras com elevado teor de acucar (E) e (F).
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Tabela 5. Perfil socio demograficos dos consumidores (%).

Total (%) n
Género
Feminino 42 38
Masculino 58 52
Idade
18-25 23 21
26-35 31 28
36-45 17 15
46-55 19 17
56-65 8 7
>66 2
Escolaridade
Fundamental 1 1
Médio incompleto 1 1
Médio 4 4
Superior incompleto 21 18
Superior 19 17
Pds-graduagéo 54 49

Os resultados do presente estudo expressam, assim, a preferéncia entre os consumidores
pelas amostras com teores de agucar mais baixos e intermendiarios em contraponto as amostras
mais doces, além da preferéncias das amostras com maior propor¢do de mamado em sua
formulacédo, conforme observado pelo Mapa de Preferéncia Interno apresentado na Figura 2.

(a) Observagdes (eixos F1 e F2: 63,39 %) (b) Variaveis (eixos F1 e F2: 63,39 %)
. 1 6577
6 }:) T s ™)
4 1
©
X2 a
3
5: 0 f
Q2 ? -1
u €) I ()]
-6
— (B)
-8
-12 -8 -4 0 4 8 12 -
F1 (45'97 %) -1 -0,75 -0,5 -0,25 0 0,25 0,5 0,75 1
F1 (45,97 %)

Figura 2. Mapa de Preferéncia Interno. Posicionamento das amostras de bebida lactea fermentada (a) e

a posicdo dos avaliadores (b).

As seis amostras sdo apresentadas na Figura 2 (a) e a distribui¢do dos 90 consumidores
na Figura 2 (b). A soma dos componentes 1 e 2 (F1 e F2) representou 63,39% da variacdo dos
dados. Pela Figura 2a, € possivel identificar a proximidade entre as amostras (A) e (C)
confirmando, assim, a preferéncia entre os consumidores. Por outro lado, a amostra (F)
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localizada no lado oposto denota correlacdo negativa com as amostras citadas anteriormente,
sendo a menos preferida no estudo de aceitacdo entre as amostras. A distribuicdo apresentada
na Figura 2(b) corrobora com a média de aceitacdo das amostras, de tal modo que evidencia a
preferéncia dos consumidores pelas amostras com menores teores de agucar, resultado esperado
dentro da possivel associag¢do de alimento funcional com teor de agucar reduzido, relativos a
beneficios para a saude. Espera-se que os consumidores rejeitem produtos com reducdo de
acucar que ndo atendam as suas expectativas sensoriais, mesmo que sejam mais saudaveis do
que os produtos comuns (CIVILLE e OFTEDAL, 2012). Portanto, enfatizar os aspectos
relacionados a saude da reducdo de acUcar pode criar expectativas sensoriais negativas e
diminuir a avaliagdo do produto (BRUNNER et al., 2010; LAHTEENMAKI et al., 2010). Por
outro lado, considerando que a maioria dos consumidores ndo estdo dispostos a desistir dos
aspectos sensoriais dos produtos alimenticios, mesmo que seu consumo possa prejudicar a
salde, os consumidores podem reagir positivamente a alegacdes relacionadas sobre a reducéao
do acucar (VERBEKE, 2005; CIVILLE e OFTEDAL, 2012).

De acordo com a Tabela 6, os atributos que mais foram marcados pelos consumidores
foram: Cor atrativa, sabor de laranja e boa consisténcia.

Tabela 6. Frequéncia (%) que cada um dos termos do questionario CATA foi marcado para
descricdo sensorial das amostras de bebida lactea fermentada.

Caracteristicas A B C D E F
Acido 8,64 22,22 18,52 14,81 45,68 38,27
Pouco acido 20,99 22,22 19,75 22,22 23,46 25,93
Muito doce 27,16 7.41 30,86 7.41 0,00 1,23
Doce 38,27 35,80 32,10 33,33 7.41 4,94
Tem equilibrio 46,91 28,40 40,74 56,79 27,16 30,86
Boa consisténcia 77,78 49,38 66,67 58,02 33,33 34,57
Pouco consistente 8,64 22,22 13,58 18,52 32,10 4321
Cor atrativa 72,84 60,49 66,67 59,26 51,85 49,38
fesr?nbgr:tggo 39,51 4321 38,27 41,98 54,32 46,91
Sabor de laranja 54,32 76,54 71,60 59,26 53,09 44,44
Sabor de mamdo 59,26 40,74 40,74 53,00 27,16 35,80
Aroma de 25,93 38,27 24,69 30,86 35,80 30,86
fermentado
Aroma doce 29,63 17,28 23,46 17,28 9,88 9,88
Aroma suave 41,98 45,68 43,21 49,38 37,04 34,57
Aparencia 55,56 35,80 49,38 43,21 38,27 33,33
homogénea
Arenosa 3,70 14,81 4,94 6,17 8,64 9,88

Para as amostras melhores avaliadas (A), (C) e (D) os atributos relacionados aos sabores
de frutas e boa consisténcia foram os mais citados, o que pode ter contribuido com as médias
de aceitacdo obtidas. Por sua vez, as amostras com menores médias de aceitacao, (E) e (F), os
atributos mais citados foram sabor de fermentado, cor atrativa e acido. A Figura 3 apresenta 0s
principais atributos impactantes nas amostras de bebida lactea fermentada.
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(A) - Efeitos na média (B) - Efeitos na média
Boa consisténcia Boa consisténcia
Tem equilibrio .
Cor atrativa
Sabor de laranja
Tem equilibrio
Cor atrativa
Sabor de laranja
Aroma suave
o . Aroma suave
Aparéncia homogénea
Muito doce Pouco consistente
-3 2 1,5 2
(C) - Efeitos na média (D) - Efeitos na média
Tem equilibrio Boa consisténcia
Boa consisténcia Tem equilibrio
Doce
Aroma suave
Sabor de maméo
Aroma doce
Aroma suave
Sabor de maméo
Sabor de laranja
Aroma de fermentado Cor atrativa
Muito doce Sabor de fermentado
1,5 1 0,5 0 0,5 1 15 2 0 0,5 1 1,5
(E) - Efeitos na média (F) - Efeitos na média
Boa consisténcia Tem equilibrio
Aroma suave
Tem equilibrio Sabor de laranja
- A Boa consisténcia
Aparéncia homogénea
Cor atrativa
Sabor de laranja - X
Aparéncia homogénea
Cor atrativa Sabor de maméo
Acido
Pouco consistente .
Pouco consistente
-5 -1 -05 0 0,5 1 1,5 2 -2 -1 0 1 2 3

Figura 3. Representacdo dos atributos do questionario CATA e dos efeitos na média de aceitacdo das
amostras submetidas ao teste Q de Cochran.

O teste Q de Cochran foi utilizado para determinar que atributos influenciaram nas
médias de aceitagdo das amostras (MANOUKIAN, 1986).

Para amostra (A), segunda melhor avaliada no estudo, boa consisténcia e tem equilibrio
elevaram a média da amostra. Por sua vez, hd mencdo ao atributo muito doce como fator
negativo e diminuindo a média de aceitacdo. Na amostra (B), os atributos boa consisténcia e
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cor atrativa; influenciaram na média de aceitacdo. No que lhe diz respeito, o atributo muito
doce foi influenciador negativo para a amostra (C), ainda assim, foi a melhor avaliada entre
todas as seis amostras do estudo. Assim como, a amostra (A), o atributo tem equilibrio foi o
principal colaborador positivo para a média da amostra. Atributo boa consisténcia e tem
equilibrio foram determinantes na média da (D) e demonstra ser a Ginica que ndo apresenta um
atributo em especifico como impactante na queda da média de aceitacdo. As amostras (E) e (F),
as de menores médias de aceitacdo apresentaram similaridade quanto ao atributo pouco
consistente. Em 3 das 6 amostras do estudo, o atributo pouco consistente foi mencionado como
fator negativo, influenciando, portanto, as médias de aceitacdo das amostras. Por outro lado, 0s
atributos boa consisténcia e tem equilibrio foram mencionados como positivos em todas as
amostras.
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4 CONCLUSOES

A bebida lactea fermentada sabor maméao e laranja adicionada de cultura probiotica
mista mostrou-se adequada quanto aos requisitos de seguridade microbiolégicos no inicio do
armazenamento refrigerado, sendo viavel para propiciar as caracteristicas funcionais
concernentes a viabilidade e populacéo requeridas de microrganismos probidticos. A utilizacdo
de probioticos em conjunto com as formulagcBes com maiores niveis de agucar, conforme
igualmente constatado em outros estudos, apresentou as maiores enumeragdes de L. acidophilus
e sensorialmente obtiverem as menores avaliacdes no tocante a aceitacdo global. As amostras
(A) (40g de acucar e 180mL de polpa de mamé&o e 120mL de polpa de laranja) e (C) (70g de
acucar, e 180mL de polpa de maméo e 120mL de polpa de laranja) foram descritas pela analise
CATA como apresentando boa consisténcia, tem equilibrio, aroma suave, cor atrativa e
aparéncia homogénea. Por sua vez, as amostras (E) (100g de acucar, e 180mL de polpa de
mamdo e 120mL de polpa de laranja) e (F) (70g de acucar, e 150mL de polpa de maméo e
150mL de polpa de laranja) apresentaram correlagdo com atributos como pouco consistente e
acido e a maior concentracdo de agUcar utilizado nessas amostras pareceu determinante para a
baixa média de aceitacdo, sugerindo que a rejeicdo pode ter sido influenciada por fatores
extrinsecos as formulacBes, como por exemplo o local da andlise. Deve-se considerar que
estudos mais aprofundados sejam conduzidos relacionando-se 0 comportamento do consumidor
a reducdo de aculcar nos alimentos. Tratando-se dos direcionamentos adotados para reducao do
teor de acucar nas formulagdes dos alimentos, e consequentemente contribuindo para a queda
continua do consumo de agucar, optou-se pela continuidade do experimento com a formulagéo
com (40g) de acUcar, mesmo que estatisticamente ndo apresentasse diferenca significativa com
a amostra com (70g) de acucar.
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CAPITULO 111

CARACTERIZACAO DA BEBIDA LACTEA FERMENTADA PRESSURIZADA
ADICIONADA DE CULTURA MISTA PROBIOTICA EM SEUS ASPECTOS
FISICO-QUIMICOS, MICROBIOLOGICOS E ACEITACAO ENTRE
CONSUMIDORES.
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RESUMO

As tecnologias ndo convencionais de processamento de alimento, como a Alta Pressao
Hidrostatica, tém sido utilizadas no desenvolvimento de alimentos funcionais de alto valor
agregado, que sdo apreciados pelos consumidores, que buscam por satisfacdo quanto a sabor, e
beneficios nutricionais que sdo preservados com o emprego de métodos emergentes de
conservacao de alimentos. O objetivo desse estudo preconizou a caracterizacao da bebida lactea
fermentada probidtica sabor maméao e laranja processada por alta pressdo hidrostatica, com
baixo teor de agUcar quanto aos seus aspectos fisico-quimicos, microbiolégicos e mensurar a
aceitacdo entre os consumidores. Ndo foram observadas diferencas significativas (p>0,05) para
as analises de umidade, cinzas, nitrogénio total, proteina, extrato etéreo e pH. Foi observado
que o tempo de incubacdo de 150 min a 43°C, foi suficiente para a base lactea das amostras
atingir a faixa de pH desejada de 4,6-4,7. A analise instrumental de cor constatou prevaléncia
do componente (b*) em relacdo ao componente (a*), o processo de alta pressdo hidrostatica
aumentou os valores (b*) de todas as amostras pressurizadas. As analises microbioldgicas de
fungos filamentosos e leveduras mesmo no controle foi de <1,0x10! log UFC/mL n&o sendo
possivel avaliar o efeito do sorbato na conservacdo do produto. Estafilococos coagulase
positiva, Coliformes 35 °C, Coliformes 45 °C e Salmonella sp. ndo apresentaram contagens
durante os 35 dias de armazenamento. A enumeracdo de Lactobacillus acidophilus LA-5 variou
de 7,09 a 2,00 log UFC/mL durante ao armazenamento por 35 dias para amostra controle. As
amostras pressurizadas 100MPa/5min, 200MPa/5min e 300MPa/5 min apresentaram contagem
de 7,09 a 3,60 log UFC/mL, 7,06 UFC/mL a 3,46 log UFC/mL e 6,59 log UFC/mL,
respectivamente durante o armazenamento por 35 dias. A enumeracdo de Bifidobacterium
animalis subsp. lactis BB-12 foram presentes em todos os 35 dias de armazenamento para todas
as amostras. Streptococcus thermophilus mantiveram-se vidveis com aproximadamente 9 log
UFC/mL ao longo de todo o periodo de armazenamento. A analise sensorial, em que foi
avaliado a aceitacdo global das amostras foi realizada escala hedbnica de 9 pontos com 51
consumidores. A aceitacdo global das amostras variou entre 6,1 para as amostras Sorbato e
200MPa e 6,3 para a amostra Controle. Todas as amostras satisfizeram as exigéncias legais e
foram consideradas probidticas.

Palavras-chave: Alta pressao hidrostatica, microbiologia, fisico-quimica, probioticos.
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ABSTRACT

Unconventional food processing technologies, such as Hydrostatic High Pressure, have been
used in the development of high added value functional foods, which are appreciated by
consumers, who seek for taste satisfaction, and nutritional benefits that are preserved with the
employment of emerging methods of food conservation. The objective of this study was to
characterize the probiotic fermented dairy beverage flavor papaya and orange processed by high
hydrostatic pressure, with low sugar content in terms of its physicochemical and
microbiological aspects and to measure acceptance among consumers. No significant
differences (p>0.05) were observed for moisture, ash, total nitrogen, protein, ethereal extract
and pH analyzes. It was observed that the incubation time of 150 min at 43 °C was sufficient
for the dairy base of the samples to reach the desired pH range of 4.6-4.7. The instrumental
color analysis verified the prevalence of component (b*) in relation to component (a *), the
process of high hydrostatic pressure increased the values (b*) of all pressurized samples.
Microbiological analyzes of filamentous fungi and yeasts even in the control were <1.0x10? log
CFU / mL and it was not possible to evaluate the effect of the sorbate on the conservation of
the product. Coagulase positive Staphylococci, Coliforms 35 °C, Coliforms 45 °C and
Salmonella sp. did not present counts during the 35 days of storage. The enumeration of
Lactobacillus acidophilus LA-5 ranged from 7.09 to 2.00 log CFU / mL during storage for 35
days for the control sample. The samples were pressurized 100MPa / 5min, 200MPa / 5min and
300MPa / 5min, counting from 7.09 to 3.60 log CFU / mL, 7.06 CFU / mL at 3.46 log CFU /
mL and 6.59 log CFU / mL, respectively during storage for 35 days. The enumeration of
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 were present in all 35 days of storage for all
samples. Streptococcus thermophilus remained viable at approximately 9 log CFU / mL over
the entire storage period. The sensorial analysis, in which the global acceptance of the samples
was evaluated, was performed with 9 points hedonic scale with 51 consumers. The overall
acceptance of the samples ranged from 6.1 for the Sorbato samples to 200MPa and 6.3 for the
Control sample. All samples met the legal requirements and were considered probiotic.

Keywords: High pressure hydrostatic, microbiology, physicochemical, probiotics.
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1. INTRODUCAO

Os consumidores nos dias atuais, mais conscientes com a saude, sdo exigentes em
relacdo a dieta, 0 que resulta em cada vez mais produtos inovadores, que se adequam as
requisi¢des, sobretudo com boas qualidades nutricionais e garantia de serem seguros quando
consumidos. Em resposta, as industrias oferecem varias opcoes a esses consumidores, buscando
satisfazer essas demandas (BETORET et al., 2015; AVILA etal., 2018). E como consequéncia,
ha necessidade do desenvolvimento continuo de novos processos alimentares, onde tecnologias
ndo convencionais de processamento logram cada vez mais eficiéncia e competitividade nas
pesquisas quanto ao desenvolvimento de novos produtos (AUGUSTO et al., 2018).

As tecnologias ndo convencionais de preservacdo de alimentos podem ser definidas
como aquelas em que a temperatura nao é o principal fator na inativacdo de microrganismos e
enzimas (BARBA et al., 2012). O objetivo em aplicar essas tecnologias € inativar a atividade
dos microrganismos deteriorantes e patogénicos presentes nos alimentos e também certas
enzimas de interesse, sem destruir 0S componentes nutricionais e sensoriais que Ss&o
normalmente afetados durante o tratamento térmico convencional (BARBA et al., 2012;
CHIZOBA EKEZIE et al., 2018). A Alta Pressdo Hidrostatica é sugerida como método que
pode contribuir para a melhoria de produtos lacteos, podendo ser aplicada ao leite cru para a
producdo de derivados lacteos ou ao produto final (TSEVDOU E TAOUKIS, 2011). Além da
inativacdo microbiana, promove extensdo da vida Gtil e pode ser aplicada as mais variadas
matrizes alimentares (TRUJILLO et al., 2002).

Por sua vez, os conservantes sdo substancias também utilizadas para promover a
extensdo da vida util dos alimentos, inibindo a deterioragdo causada por microrganismos
(SHEN et al., 2010). Sorbato de potassio ou acido soérbico sdo aditivos quimicos eficientes
contra bacteérias, bolores e leveduras e sdo comumente utilizados na industria de alimentos.
(DIBLAN E KAYA, 2018). Em 1999, a Food and Drug Administration - FDA reconhece 0s
aditivos como seguros, e se declarado no rétulo, podem ser usados em alimentos (AMIRPOUR
et al., 2015). Admitido seu uso em bebidas lacteas fermentadas desde que o limite méximo
permitido néo seja ultrapassado (BRASIL, 2005).

Produtos lacteos, principalmente produtos de fermentados de leite, podem ser
suplementados com probidticos e prebidticos, devido sua estrutura coesiva, pH e teor de
gordura, que exercem protecdo aos probidticos durante a passagem pelo trato gastrointestinal
(DACRUZetal., 2009). Leites fermentados apresentam modificag@es nutricionais, assim como
suas caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas durante o processo de fermentacdo (AHTESH
et al., 2017). Probidticos por definicdo sdo microrganismos vivos capazes de melhorar o
equilibrio microbiano intestinal, produzindo efeitos benéficos a sadde do individuo (BRASIL,
2002). Usualmente, uma grande variedade de espécies e géneros pode ser considerada potencial
para inoculacdo em lacteos dentre essas cepas destaca-se as do género Lactobacillus (Lb.
acidophilus, Lb. casei, Lb. casei ssp. Rhamnosus, Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus, Lb.
delbrueckii ssp. lactis, Lb. paracasei, Lb. rhamnosus) e do género Bifidobacterium (B. animalis,
B. animalis ssp. lactis, B. infantis, B. longum) (TRIPATHI E GIRI, 2014; KANDYLIS et al.,
2016; SPERANZA et al., 2018).

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Bebidas lacteas assegura que o
processo de fermentacdo durante o preparo das bebidas lacteas deve ser realizado por
microrganismos especificos, tal como probioticos (BRASIL, 2005). As bebidas lacteas sabor
mamao e laranja adicionada de cultura mista probiotica ABT-5 foram preparadas de acordo
com a metodologia adaptada (MASSON, 2010). Ap6s o preparo das amostras, foram realizadas
analises microbiologicas de acordo com a Instrugdo Normativa n° 62, que oficializa os métodos
analiticos para analises microbioldgicas (BRASIL, 2003). Foram avaliadas as condicGes
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microbioldgicas, aléem da viabilidade microrganismos probioticos em triplicata e com trés
repeticdes das bebidas lacteas tratadas por alta pressdo hidrostatica e ndo tratadas por alta
pressao hidrostatica ao longo do armazenamento refrigerado a 5 + 2°C por 35 dias.

As analises fisico-quimicas foram realizadas de acordo com a Normativa n° 68, em
triplicata e com trés repetigdes (BRASIL, 2006), para umidade, cinzas, nitrogénio total, extrato
etéreo, pH e acidez total em acido lacteo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo das Bebidas Lacteas

As bebidas lacteas fermentadas com probioticos sabor maméo e laranja foram
preparadas, de acordo com o método apresentado no capitulo 2. Optou pela formulacdo com
70% de base lactea, 30% de suco de frutas e 4% de acucar. O leite UHT foi substituido por leite
pasteurizado (Figura 1). A producdo foi realizada em planta piloto, em condicGes higiénico-
sanitarias controladas, afim de minimizar a contaminacao microbiologica.

A cultura probidtica mista em p6 ABT-5 do tipo DVS Bifidobacterium animalis subsp.
lactis BB-12, Lactobacillus acidophilus LA-5 e Streptococcus thermophilus, na concentracao
de 0,5¢/L (Christian Hansen) foi inoculada na base lactea, em quantidade suficiente para que a
bebida lactea fermentada apresentasse concentra¢io minima de 108 log UFC/g.

O Sorbato de potassio (MACALE) foi adicionado na concentracio de 0,03g/L,
conforme exigido pela legislacao, logo ap6s a adi¢do da polpa de frutas a base lactea.

Formulacdo da Base Lactea
(50% Leite Pasteurizado + 50% Soro de leite em p6 reconstituido em H,0)

N\Z

Adicéo de cultura mista probidtica 0,5g/L

N7

Incubagdo a 43°C por 2h30min

N7

Resfriamento até 10°C

N\

Adicdo do suco
(polpa de mamao e polpa de laranja)

\Z

Adicdo de agUcar
(40g/L de Bebida)

\Z

Adigao de Sorbato de Potéssio
(0,03g/L de Bebida)

A4

Envase em garrafas estéreis

N7

Armazenamento sob refrigeragdo a 5+1°C por 24h

N7

Bebida pronta para consumo

Figura 1. Fluxograma para o preparo das bebidas.
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2.2 Aplicacdo da Alta Pressdo Hidrostatica

As bebidas lacteas fermentadas adicionadas de probidticas foram submetidas a trés
tratamentos de pressurizacdo: 100MPa por 5 min, 200MPa por 5 min e 300MPa por 5min,
apresentados na Tabela 1. O estudo foi conduzido em triplicata. A pressurizagéo foi realizada
no equipamento “Fluid Power”(“SFL-850-09-W, Stansted”, Reino Unido), com camara de
pressdo de 180 mL e pressdo de operacdo maxima nominal de 900 MPa. As bebidas lacteas
pressurizadas e as amostras ndo pressurizadas (controle e sorbato) foram armazenadas a 5 + 2
°C.

2.3 Design experimental

As bebidas lacteas pressurizadas e ndo pressurizadas foram armazenadasa5+2 °C e
submetidas a andlise fisico-quimica com 1 dia, enumeracdo de probioticos e caracterizacdo
microbiol6gica com 1, 7, 14, 21, 28 e 35 dias.

Tabela 1. Design das seis amostras utilizadas no estudo.

Amostras Tratamentos
Controle Sem tratamento
Sorbato Controle+Sorbato
100MPa Amostra pressurizada a 100MPa/5min
200MPa Amostra pressurizada a 200MPa/5min
300MPa Amostra pressurizada a 300MPa/5min

2.4 Analises Fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas das bebidas lacteas fermentada foram realizadas de acordo
com a IN n° 68, em triplicata e com duas repeti¢cdes (BRASIL, 2006), composta por umidade,
cinzas, nitrogénio total, extrato etéreo, pH e acidez total em acido lactico.

2.4.1 Umidade

Para a realizacdo da analise de umidade, foram pesadas cerca de 2 mL da amostra de
bebida lactea fermentada em pesa-filtro, com adicdo de areia e bastdo, secos a 70 °C e
devidamente tarados. A amostra foi aquecida durante 5 horas em estufa (vacuo a 70 °C), sob
pressao de 70 mm de mercurio (Hg). As amostras, resfriadas em dessecador até a temperatura
ambiente, foram posteriormente pesadas. Esta operacdo de aquecimento e resfriamento foi
repetida até obtencdo de peso constante (AOAC, 1996). Foi adotada a seguinte formula para
calculo da umidade neste método:

(%) de umidade = (100 X N)/ P onde:
N = massa de agua evaporada (g) P = massa da amostra (g)
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2.4.2 Cinzas

A determinacdo das cinzas foi feita em mufla, a temperatura de 550°C. As amostras,
previamente secas em cadinhos, foram levadas & mufla e incineradas, sendo os cadinhos
posteriormente resfriados em dessecador e pesados. Os resultados foram expressos em
porcentagem de cinzas, de acordo com a seguinte formula (BRASIL, 2006):

% de cinzas = [(m2-m0)/ (m1-m0)].100 onde:

mO = massa do cadinho vazio;
m1 = massa da amostra incinerada somada ao peso do cadinho;
m2 = massa da amostra Umida somada ao peso do cadinho.

2.4.3 Nitrogénio total

O método do Micro Kjeldahl n® 920.87 da Aoac (2000) foi utilizado para a realizagdo
da analise de nitrogénio total. As amostras foram digeridas em bloco digestor e destiladas. Apds
as amostras foram pesadas em balanca analitica, com uma aliquota de 0,25 mL de amostra
transferidos para o tubo de Kjeldahl. Em seguida 2,5 g de mistura catalitica [Sulfato de potassio
p.a. e Sulfato de cobre penta-hidratado p.a., na proporcao de 10+1] e 7 mL de &cido sulfirico
p.a foram adicionados a amostra. Em bloco digestor, a mistura foi aquecida elevando-se,
gradativamente, a temperatura até chegar a 400 °C, até que o liquido estivesse limpido e
transparente, com tonalidade azul-esverdeada, deixada em seguida esfriar e adicionado 10 mL
de agua destilada. Ja na etapa de destilacdo, um erlenmeyer contendo 20 mL de solucéo de
acido borico a 4% (m/v), com 8% de solucdo indicadora mista [0,132 g de vermelho de metila
e 0,06 g de verde de bromocresol em 200 mL de solucéo de alcool etilico a 70 % (v/v)], foi
adicionado ao frasco de coleta do destilado. Ao tubo de Kjeldahl foi adicionado cerca de 20 mL
de uma solucdo de hidréxido de s6dio a 50% (m/v), até que ela se tornasse negra e promovesse
a reacdo e desprendimento do destilado. Para a titulacéo do destilado foi utilizado uma solucgao
de &cido cloridrico 0,1 N até ocorrer a viragem do indicador. O resultado em percentual de
nitrogénio total foi obtido pela seguinte formula (BRASIL, 2006):

% Nitrogénio total = (V.N.F. 0,0014. 100) / m onde:

V = solucéo de acido cloridrico 0,1N (utilizado na titulacéo);
N = normalidade tedrica da solucéo de &cido cloridrico 0,1N;
f = fator de correcdo da solucéo de acido cloridrico 0,1N;

m = massa da amostra em gramas.

Para obtencao do percentual de proteina bruta presente nas bebidas lacteas fermentadas,
utilizou-se a seguinte férmula:

% Proteina bruta = % Nitrogénio total. F, onde:
F (Fator de conversdo para leite e derivados) = 6,38
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2.4.4 Extrato etéreo

Para verificacdo de extrato etéreo presente nas amostras, foi utilizado o método de
hidrélise &cida, de acordo com a Instru¢cdo Normativa N° 68, de 12 de dezembro de 2006
(BRASIL, 2006). Foram pesados 3mL de bebida lactea fermentada, alocada diretamente no
copo do butirdmetro. Adicionou-se 5 mL de dgua destilada a 65 °C, 10 mL de solucéo de acido
sulfurico (d=1,820) e 1 mL de alcool isoamilico. O butirémetro foi mantido em banho-maria
(manutencdo da temperatura a 65 °C) e agitado para que toda a amostra fosse dissolvida. Apds
esta etapa, as amostras foram centrifugadas a 1200 rpm em centrifuga por 5 min. Em seguida
foi realizada diretamente a leitura do teor de gordura.

2.4.5 pH

Realizada conforme metodologia n°® 981.12 estabelecida pela Aoac (2010), foram
homogeneizados 10 g de amostra em 100 mL de agua destilada aquecida a 25°C, sendo as
leituras realizadas diretamente em potencidmetro digital previamente calibrado.

2.4.6 Acidez total

Para aferi¢do de pH e andlise de acidez, inicialmente foram pesados 10mL de amostra de
bebida lactea fermentada em béquer e adicionado 50 mL de agua destilada aquecida a 50 °C. A
amostra foi agitada com bastao de vidro até que estivesse dissolvida. A solugéo foi transferida para
baldo volumétrico de 100 mL e avolumado com agua destilada. Apés esta etapa, uma aliquota de
50 mL foi transferida para um erlenmeyer, resfriada, acrescentadas de 0,15mL de solucéo
alcoolica de fenolftaleina a 1% (m/v), sendo titulada com solucdo NaOH 0,1 mol/mL até
obtencdo da coloracdo rosea por 30 seg. Para o célculo da acidez, foi utilizada a seguinte
formula:

% Acido latico = (f. V. 0,09. n. 100) /m, onde:

V = volume de solucdo de hidréxido de sédio 0,1 N (utilizado para titulacdo, em mL);
m = massa da amostra (em gramas);

f = fator de correcdo da solucdo de hidréxido de sédio 0,1 N;

0,09 = fator de conversdo do &cido latico; e

N = normalidade de soluc¢do de hidréxido de sédio 0,1 N.

Apds os célculos, os resultados foram expressos em gramas de acido latico por 100g.

2.4.7 Andlise Instrumental de Cor

A anélise instrumental de cor dos diferentes tratamentos de bebida lactea fermentada foi
realizada no tempo dia 1 de armazenamento. Foram determinados os parametros de cor por
refletdncia no equipamento Color Quest XE, com escala CIELAB e CIELCh, com abertura de
0.375 mm de didmetro, iluminante D65/10. Os parametros medidos foram luminosidade (L*),
na escala de O (preto) a 100 (branco), (a*) na escala de verde (-80 até 0) a vermelho (0 até +100)
e (b*) na escala de azul (-100 até 0) a amarelo (0 até +70).
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2.5 Caracterizacdo microbiol6gica e enumeracgao de probidticos

Para certificar-se sobre os efeitos desejados sobre a saude foram realizadas anélises de
viabilidade de probioticos em triplicata durante os 35 dias de armazenamento refrigerado a 5
+1 °C. Aliquotas de 25 g de cada amostra de bebida lactea fermentada foram assepticamente
pesadas em sacos plasticos estéreis e homogeneizadas com 225 mL de &4gua peptonada 0,1%.
DiluicBes decimais a partir da diluicdo 10 foram preparadas em tubos contendo 9,0 mL de
agua peptonada 0,1%. Além da enumeracdo seletiva de probidticos, houve contagem de fungos
filamentosos e leveduras, contagem de Estafilococos coagulase positivo, Coliformes
termotolerantes a 35 °C e Coliformes a 45 °C Aoac (2002) e deteccéo de Salmonella sp realizada
por amostras compostas em equipamento Minividas. Todas as analises foram realizadas no
Laboratério de Microbiologia de Alimentos da EMBRAPA Agroindlstria de Alimentos,
conforme instrugdo normativa n°62 (BRASIL, 2003).

2.5.1 Preparo dos meios

MRS Agar foi preparado de acordo com as instru¢des do fabricante. Logo ap6s o meio
foi autoclavado a 121 °C por 15 min. Para o preparo da solucédo de bile, 10g bile (B3883 —
Sigma-Aldrich Co., St.Louis, USA) foram dissolvidas em 100 mL de &gua purificada, e a
solucdo autoclavada a 121 °C por 15 min. Imediatamente antes do uso, 1,5 mL da solucédo de
bile foi adicionada em 100 mL do meio MRS &gar (IDF, 1995). Para enumeracdo de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis, o0 meio seletivo oligossacarideo transgalactosilado
(TOS) foi preparado assepticamente de acordo com as instrucdes do fabricante. Apés a etapa
de preparo foi autoclavado a 121 °C por 15min. Ja para a contagem de Streptococcus
thermophilus foi utilizado o M17 &gar, preparado de acordo com as recomendacbes do
fabricante. O meio foi autoclavado a 121 °C por 15min. Para a solucéo de lactose, 10g de lactose
foram dissolvidas em 100 mL de agua purificada e autoclavada a 121 °C por min.
Imediatamente antes do uso, 5 mL da solucdo de lactose foi adicionada a 95 mL de M17 agar
(ISO, 2002).

2.5.2 Enumeracdo seletiva de Lactobacillus acidophilus LA-5

Dentre as metodologias, 0 agar MRS De Man Rogosa Sharpe (DE MAN et al., 1960)
contendo bile e incubado a 37 °C por 72h em jarras de anaerobiose usando Anaerocult A
(Merck, 1.13829, Germany) foi descrita por (IDF, 1995). A inocula¢do das placas ocorreu em
superficie com a transferéncia de 0,1 mL das amostras e com auxilio da alca de drigalski foi
realizada a distribuicdo homogénea em toda a superficie do meio solidificado nas placas de
Petri.

2.5.3 Enumeracéo seletiva de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12

O método ISO 29981 foi utilizado para enumeragdo seletiva de Bifidobacterium
animalis subsp. lactis BB-12. O método é aplicavel a produtos lacteos, como leites fermentados
e ndo fermentados, onde estes microrganismos estdo presentes e viaveis, e em combinagdo com
outras bactérias lacticas. As bifidobactérias usadas em produtos lacteos geralmente pertencem
as espécies: Bifidobacterium adolescentis; B. animalis subsp. animalis; B. animalis subsp.
lactis; B. bifidum; B. breve; B. infantis; B. longum (ISO, 2010).
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Cerca de 1mL das amostras foram inoculadas em profundidade em meio de cultura
contendo oligossacarideo transgalactosilado (TOS) e homogeneizadas suavemente movendo-
se as placas de Petri em movimentos circulares. Imediatamente ap0s a solidificacdo dos meios,
as placas foram incubadas em jarra de anaerobiose usando Anaerocult A (Merck, 1.13829,
Germany) e incubadas a 37 °C por 72h.

2.5.4 Enumeracdo seletiva de Streptococcus thermophilus

As diluicdes foram inoculadas em profundidade em meio de cultura M-17 Agar (Sigma
- Aldrich, St. Louis MO, USA) suplementado com 5g/L de Lactose e homogeneizadas
suavemente. Imediatamente apos a solidificacdo dos meios, as placas foram incubadas em jarra
de anaerobiose usando Anaerocult A (Merck, 1.13829, Germany) e incubadas a 37 °C por 72h.

O processamento e analises microbioldgicas foram realizados em triplicata e, para cada
diluicdo, o plagueamento foi realizado em duplicata, com trés repeti¢cdes do processo, a fim de
elevar a confiabilidade dos resultados.

2.6 Analise sensorial

Os participantes avaliaram a aceitacdo global das amostras utilizando escalas heddnicas
horizontais de 9 pontos, variando de “desgostei extremamente” (1) a “gostei extremamente”
(9). Osdados foram analisados por ANOVA. E as diferencas de médias comparadas pelo Teste
de Tukey, ao nivel de significancia de 5% (p<0,05).

2.7 Andlises estatisticas

Os resultados foram tratados estatisticamente por Analise de variancia (ANOVA), e as
diferencas de médias comparadas por teste de Tukey com nivel de significancia de 5% (p <
0,05) para todas as analises, utilizando-se o software XLSTAT versdo 2016.02.28451
(ADDINSOFT, 2016)
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao Fisico-quimicas

O perfil fisico-quimico das amostras de bebida lactea fermentada, suas médias e 0s
respectivos desvio-padrdo das amostras Controle, Sorbato, 100MPa, 200MPa e 300MPa apds
o0 primeiro dia de armazenamento sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Valores médios obtidos das analises de Umidade, Cinzas, Nitrogénio Total, Proteina
e Extrato Etéreo das amostras Controle, Sorbato, 100MPa, 200MPa e 300MPa de bebida lactea

fermentada ap6s o primeiro dia de armazenamento a5 + 1 °C.

Anélise

Tratamento Umidade Cinzas N'EFE%SP ' proteina IIEE)ftgraego

(9/1009) (9/1009) (g/100g) (9/1009) (g/100g)
Controle 86,34 + (0,16)? 0,52 £ (0,06)* 0,30+(0,01)* 1,89+(0,052 1,25+(0,18)2
Sorbato 86,27 +(0,24)2 0,54+ (0,06)° 0,31+ (0,01)® 1,97+ (0,08} 1,40+ (0,42)
100MPa 86,39 + (0,25)* 0,56+ (0,07) 0,31+ (0,01)* 1,99+ (0,05)* 1,26 + (0,29)
200MPa 86,35+ (0,19)2 0,52+ (0,12)° 0,30+ (0,02)*° 1,94+ (0,100* 1,25+ (0,12)
300MPa 86,31+ (0,18)2 0,56+ (0,06)° 0,30+ (0,01)* 1,89+ (0,097 1,34+ (0,12)

Tratamentos: Controle — sem pressurizagdo; Sorbato — adicionado de Sorbato de Potéssio (0,03g/L) e sem
pressurizagdo; 100 — Pressurizagdo a 100MPa/5min: 200 — Pressurizagdo a 200MPa/5min; 300 Pressurizagdo a
300MPa/5min.

(*) Médias com letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem significativamente entre si (p >0,05).

Pode-se observar que entre os tratamentos aplicados as bebidas, quanto ao teor de
umidade, cinzas, nitrogénio total, proteinas e extrato etéreo por se tratarem de formulacdes
idénticas entre si, exceto a amostra Sorbato, conforme esperado, ndo apresentaram diferenca
significativa entre si (p >0,05). Com relagdo ao percentual de umidade, os valores obtidos
(86,27% a 86,39%) sdo superiores aos valores em estudo de Costa et al. (2013) que em suas
formulacdes de bebidas lacteas fermentadas constituidas de leite pasteurizado e soro de leite
obtiveram resultados (79,97% a 80,42% de umidade) e atribuiram os valores, a utilizacdo de
leite integral em suas formulages, 0 que seria determinante para 0 maior contetdo de sélidos
totais o que acarretaria em diminuicdo do teor de umidade. Em comum ao estudo anterior,
Masson (2010) atribuiu a reducdo da umidade (93,26% a 84,19%), em estudo de bebida lactea
fermentada tratada por alta pressdo ao aumento significativo do teor de sélidos totais.

Nas amostras avaliadas os teores de cinzas oscilaram entre (0,52 a 0,56 g/100g).
Resultado semelhante encontrado por Cunha et al. (2008) na avaliacéo fisico-quimica de bebida
lactea com 70% de leite de integral pasteurizado e 30% de soro de queijo que obtiveram (0,60%)
de teores de cinzas. Thamer e Penna (2006) avaliaram a caracterizacdo de bebidas lacteas
fermentadas funcionais adicionadas de frutooligossacarideos e cultura mista de probioticos
(Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Bifidobacterium e
Lactobacillus acidophilus) . Em suas formulagcfes preparadas com 8% de acucar obtiveram
(0,53%) de teor de cinzas. Os valores apresentados na Tabela 2.1 encontram similaridade com
estudo de Costa et al. (2013), que obtiveram teores de cinzas (0,59 a 0,62%).
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A legislacdo brasileira, estabelece que valores acima de 1,0 g de proteinas/100g para
bebidas lacteas fermentadas com adicéo, estdo em conformidade com o padréo fisico-quimico
estabelecido de proteina (BRASIL, 2005). Portanto, os valores médios de proteinas das
amostras controle e 300MPa ambos iguais a (1,89 g/100g + 0,05), que no estudo foram os
menores teores obtidos, estdo de acordo com a legislagdo. Para os calculos de proteinas, foi
utilizado o fator de conversdo para proteinas lacteas F=6,38. Resultados inferiores aos
encontrados por Costa et al. (2013), que apresentaram valores de (2,21; 2,46; 2,58g/100g) que
atribuiram a influéncia direta da utilizacdo em suas formulacGes de estabilizantes/espessantes.
Por sua vez, Thamer e Penna (2006), obtiveram em bebida lactea fermentada, com adi¢édo de
50% e 45% de soro, teores de proteinas de (1,93 a 2,469/100g), respectivamente, e sugerem que
esses estdo diretamente relacionados a composicdo da bebida. Cunha et al. (2008) obtiveram
valor igual (2,23g/100g), em bebida lactea formulada com 70% de leite integral e 30% de soro
de leite, e atribuiram a adicéo de soro na formulagéo.

Os compostos de baixo peso molecular, responsaveis pelas caracteristicas sensoriais e
nutricionais dos alimentos, ndo sdo afetados pela pressurizacdo, porém os componentes de alto
peso molecular, como as proteinas, responsaveis pela estrutura e funcionalidade, sdo mais
suscetiveis a alteracdes pela aplicagdo da Alta Pressdo Hidrostatica (CHAWLA et al., 2011; DE
MORAIS et al., 2014). Quando submetidas a alta pressdo hidrostatica, as micelas de caseina se
dissociam em particulas menores (sub-micelas) devido ao enfraquecimento das interaces
hidrofobicas e eletrostaticas (LAW et al., 1998; HUPPERTZ et al., 2006; OLIVEIRA, 2013).
Proteinas submetidas a pressdes acima de 300MPa tendem a desnaturacédo irreversivel, em
comparacgado aos tratamentos a 100-300MPa em que a desnaturacdo é reversivel (JAENICKE,
1981). Contudo, a adi¢do de proteinas do soro promove protecdo as micelas de caseina a a¢éo
da alta pressdo (HARTE et al., 2007). Proteinas do soro, como B-lactoglobulina, sdo sensiveis
a tratamentos de 100 a 200MPa, enquanto a a-lactoalbumina e albumina de soro bovino (BSA)
sdo estaveis a pressdes iguais ou até superiores a 400-500 MPa (DE MORAIS et al., 2014).
Mesmo que estatisticamente ndo haja diferenca significativa entre as amostras, o teor de
proteinas foi aparentemente influenciado pela aplicacdo da alta pressao. Esse comportamento é
demonstrado na Figura 2. A bebida lactea fermentada tratada a 100 MPa resultou no teor mais
elevado de proteinas (1,99 g/100g), em seguida a bebida tratada a 200MPa com (1,94 g/100g)
e com menor teor de proteinas, a bebida tratada a 300MPa com (1,86 g/100g). Corroborando
com este estudo, Rodrigues (2016), em queijos pressurizados 300-500MPa/5min obteve maior
teor de proteinas em queijos pressurizados quando comparados ao controle. Entre as amostras
de maior teor de proteinas 100MPa e de menor teor 300MPa houve um decréscimo de
aproximadamente 5%. Todas as amostras pressurizadas (100MPa, 200MPa e 300MPa)
possuiram 0 mesmo tempo de processo de 5 min, e, portanto, o tempo ndo influenciou no
estudo, sugerindo a possivel influéncia do nivel de pressdo no teor de proteinas.
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Controle

Tratamento

200MPa

100MPa
1,84 1,86 1,88 1,90 1,92 1,94 1,96 1,98 2,00
Proteinas (g/100g)

Figura 2. Perfil de proteinas em (g/100g) das bebidas lacteas fermentadas probidticas a base de laranja

€ mamao.

A analise de extrato etéreo em (g/100g) apresentou-se com valores variando de 1,25 a
1,40. O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Bebida Lactea estabelece o padréo
que as bebidas lacteas sem adi¢bes ou com adi¢Ges devem ter no minimo 2g/100g de matéria
gorda de origem Lé&ctea (BRASIL, 2005). E para a categoria de bebida lacteas fermentadas néo
ha padréo estabelecido. Por sua vez, o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leite
Fermentado estabelece que os leites fermentados se classificam em: Integrais: aqueles cuja base
lactea tenha um contetdo de matéria gorda minimo de 3,0 g/100g; Parcialmente desnatados:
aqueles cuja base lactea tenha um contetdo de matéria gorda maximo de 2,9 g/100g;
Desnatados: aqueles cuja base lactea tenha um conteldo de matéria gorda maximo de 0,5
g/100g (BRASIL, 2007). Thamer e Penna (2006) embasados pelo Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Leite Fermentado em seu estudo, sugerem que suas bebidas lacteas
fermentadas com teores de gordura 0 e 0,10 % sdo classificadas como Bebidas Lacteas
Fermentadas Desnatadas. Cunha et al. (2008) limitaram-se a citar que suas bebidas lacteas
fermentadas com teores de 1,91 e 3,03%, estavam em similaridades com outros estudos.
Enquanto Costa et al. (2013), obtiveram valores médios de 1,47 a 1,63% e ressaltam que o
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Bebida Lactea nédo estabelece o padrao para
o teor de gordura de bebidas lacteas fermentadas.

N&o séo estabelecidos padrdes para acidez total em &cido lactico e pH pelo Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade de Bebida Lactea. Ja 0 Regulamento Técnico de Identidade
e Qualidade Leites Fermentados descreve como padréo o teor de 0,6 a 2,0 g/100 g de acido
latico. Os resultados de acidez total em &cido lactico e pH estdo descritos na Tabela 3 e
demonstrados na Figura 3.
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Tabela 3. Acidez Total e pH das amostras Controle, Sorbato (0,03g/L), 100MPa/5min,
200MPa/5min e 300MPa/5min de bebida lactea fermentada ap6s o primeiro dia de
armazenamentoa 5+ 1 °C.

Analises
Acidez Total
Tratamento (em g Acido Léctico/100g) pH
Controle 0,35+ (0,01)*° 4,50 + (0,20)?
Sorbato 0,35 + (0,03)° 4,52 +(0,18)?
100MPa 0,39 + (0,01)2 4,44 + (0,10)
200MPa 0,37 + (0,01)2° 4,45 + (0,11)
300MPa 0,38 + (0,01)® 4,50 + (0,09)

Tratamentos: Controle — sem pressurizacdo; Sorbato — adicionado de Sorbato de Potassio (0,03g/L) e sem
pressurizagéo; 100MPa — Pressurizagdo a 100MPa/5min; 200MPa — Pressuriza¢do a 200MPa/5min; 300MPa —
Pressurizacdo a 300MPa/5min.

(*) Médias com letras minasculas iguais na mesma coluna néo diferem significativamente entre si (p >0,05) pelo
teste de Tukey.

Os tratamentos 100MPa/5min e 300MPa/5min apresentaram os maiores valores para
acidez 0,39 e 0,38 ¢/100g respectivamente e o tratamento controle e sorbato apresentaram
valores iguais a 0,35 g/100g. Ha diferenca significativa entre os tratamentos, de modo que as
amostras pressurizadas nao diferiram entre si, porém diferiram das amostras ndo pressurizadas
(Controle e Sorbato). Apenas a amostra 200 MPa/5min ndo diferiu de nenhuma das outras
amostras do estudo. Os valores de acidez das amostras de 0,35 a 0,39 ¢g/100g séo inferiores aos
valores obtidos por Costa et al. (2013), que fermentaram suas amostras a 43 °C/5h e obtiveram
variacdo na faixa de 0,55¢/100 a 0,619/100g de acido lactico, corroborando com a caracteristica
peculiar das bebidas lacteas fermentadas de acidez mais elevada e presenca de metabdlitos
produzidos por bactérias acido-lacticas, que inibem o desenvolvimento de microrganismos
indesejaveis. Cunha et al. (2008) submeteram as bases lacteas a fermentacdo a 40 °C até atingir
pH 4,6, sem especificar o tempo. Suas bebidas lacteas obtiveram o teor de acidez de 0,72 e
0,709/100g, também apresentaram resultados superiores ao estudo em questdo e justificaram
que os resultados obtidos foram influenciados pela adicao de sacarose (10g/100g do volume de
leite ou da mistura de leite e soro) nas formulagdes.

@ 54T (b) 039
4,52 % 038 +
4,50 S 037
4,48 3 036
T 446 % 035
4,44 2 034
4,42 033 I l
440 - T 032 - | | | |
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A g N » ¢ S
Tratamento Tratamento

Figura 3. Perfil de pH (a) e Perfil de Acidez Total (expresso em Acido Lactico em (g/100g) (b) das
bebidas lacteas fermentadas armazenadas sob refrigeragdo a5 + 1 °C.
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A produgdo de &cido latico deve ter contribuido para a desestabilizacdo das micelas de
caseina e, consequentemente, para evitar a formacéo do gel, além de proporcionar o seu sabor
acido caracteristico, podendo também acentuar o aroma do produto. Durante a estocagem
refrigerada das bebidas lacteas elaboradas pode ter também havido aumento da acidez titulavel.
Estas mudancas na acidez do produto ocorrem, em maior ou menor grau, dependendo da
temperatura de refrigeracdo, do tempo de armazenamento, do poder de pos-acidificacdo das
culturas utilizadas e também se relaciona as mudancas nos valores de pH (GURGEL e
OLIVEIRA, 1995).

O tempo de incubacdo empregado para a fermentacdo a 43 °C, de 150 minutos, conforme
mostrado na Figura 4, foi o suficiente para atingir o pH desejado de 4,69 definido como o ideal
pela literatura (embora ndo o seja pela legislacdo para bebidas lacteas fermentadas), pois além
do controle de microrganismos deteriorantes e patogénicos, interfere na viabilidade de culturas
probioticas (VINDEROLA et al., 2000; THAMER E PENNA, 2006; CASAROTTI et al., 2014).
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Figura 4. Curva de fermentacdo (pH vs. tempo) da base lactea utilizada para producéo das bebidas
lacteas fermentadas adicionadas de cultura mista probi6tica: Bifidobacterium animalis subsp. lactis;
Lactobacillus acidophilus e Streptococcus thermophilus.

Thamer e Penna (2006) em seu trabalho de bebidas lacteas funcionais, incubaram suas
amostras a 42 °C por 180 a 255 min quando o produto atingiu a faixa de pH 4,7-4,8. Sugeriram
que as diferencas nos valores de pH e no tempo de fermentacdo condicionou-se ao tipo e
porcentagem de cultura utilizada, a atividade desta cultura, ao valor estabelecido para finalizar
fermentacdo, a quantidade de soro de leite utilizada na elaboracdo das bebidas lacteas, a adicdo
de diferentes ingredientes, assim como o tempo de armazenamento. O periodo de fermentacéo,
considerado ideal por Tamime e Deeth (1980), pode variar de 150 a 300 min, na faixa de 40-45
°C. O resultado obtido no experimento se assemelha aos trabalhos citados anteriormente. As
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amostras de bebidas lacteas fermentadas foram avaliadas ao longo do armazenamento para
verificar os valores de pH e suas respectivas variagdes. A amostra Sorbato aos 7 dias de
armazenamento apresentou pH na faixa de 4,48 e aos 35 dias de armazenamento o valor de pH
foi de 4,44. A amostra controle por sua vez aos 7 dias de armazenamento apresentou o pH na
faixa de 4,44 e ao final do armazenamento o pH apresentou-se na faixa de 4,39. As amostras
pressurizadas apresentaram o pH aos 7 dias na faixa de 4,45, 4,44 e 4,54 para as amostras
100/5min, 200/5min e 300/5min respectivamente. E aos 35 dias de armazenamento a faixa de
pH obtida foi de 4,40, 4,34 e 4,51 para as amostras 100/5min, 200/5min e 300/5min
respectivamente (Figura 5). Os valores de pH sdo cruciais para a sobrevivéncia dos probioticos,
e ao longo do armazenamento a viabilidade de probioticos, dados apresentados no item 3.3,
manteve-se satisfatoria, caracterizando as amostras como bebidas probioticas.
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Figura 5. Perfil de pH das amostras de bebida lactea fermentada armazenadas sob refrigeracdo a 5 + 2
°C durante 35 dias.

As amostras pressurizadas pode-se atribuir a elevacio do teor de acido lactico a maior
atividade metabdlica das bactérias acido lacticas, ndo verificado nas amostras ndo pressurizadas
(Figura 5). A amostra 300MPa apresentou pH semelhante ao da amostra Controle, e
possivelmente o nivel de pressdo aplicado acarretou na inibigéo parcial da atividade das culturas
probidticas, exercendo controle na reacdo de pés acidificacdo. O fendbmeno de pos acidificacao
pode ser descrito como uma diminuicdo nos valores de pH apo6s a fermentacdo e durante o
armazenamento refrigerado (LOURENS-HATTINGH, ANALIE e VILIJOEN, BENNIE C,
2001). Tal decréscimo é de fundamental importancia para viabilidade de microrganismos,
principalmente para Bifidobacteria spp., que sdo mais sensiveis a faixas de pH mais acidas (DA
CRUZ et al., 2010). LANCIOTTI et al. (2004) sugerem que o tratamento por Alta Pressédo
Hidrostatica em leite aumentou a viabilidade de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii spp. bulgaricus durante o armazenamento refrigerado e favoreceu o crescimento de
Streptococcus thermophilus, reduzindo o risco de pés-acidificacéo.
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3.2 Anélise instrumental de cor

Os valores médios da analise podem ser observados na Tabela 4. Foram observadas
diferencas significativas (p <0,05) para os parametros L*, a* e b* entre os tratamentos.

Tabela 4. Analises instrumentais de cor nas amostras de Bebida Lactea Fermentada.

Tratamentos Cor
L* a* b*
100MPa 72,77 £ (0,19)2 8,90 + (0,22)° 25,52 £ (0,24)°
200MPa 69,74 £ (0,04)° 9,66 + (0,09)? 27,51 + (0,08)°
300MPa 70,17 + (0,43)° 9,84 + (0,15)? 28,31 £ (0,30)2
Controle 72,72 £ (0,07)? 8,71 + (0,05)° 25,12 + (0,03)¢
Sorbato 72,68 £ (0,05)? 8,75 + (0,02)° 25,02 + (0,07)¢

Tratamentos: Controle — sem pressurizagdo; Sorbato — adicionado de Sorbato de Potéssio (0,03g/L) e sem
pressurizacdo; 100MPa — Pressurizagdo a 100MPa/5min; 200MPa — Pressurizagdo a 200MPa/5min; 300MPa
Pressurizacdo a 300MPa/5min.

(*) Médias com letras minusculas iguais na mesma coluna néo diferem significativamente entre si (p >0,05) pelo
teste de Tukey.

O parédmetro L* indica a luminosidade e a capacidade do objeto em refletir ou transmitir
luz, com base em uma escala de 0 (preto) a 100 (branco). Assim, quanto maior o valor de L*,
mais claro o objeto. Os valores de L* variaram de 69,74 a 72,77. Trujillo et al. (2002) condiz
gue o tratamento por alta pressdo provoca alteracdes conformacionais nas micelas de caseina e
a desintegracao de micelas induzida pelo tratamento de alta pressao também afeta a cor do leite.
O decréscimo no valor L* pode ter sido principalmente devido a desintegracdo das micelas de
caseina pela pressurizacdo, que aumentam a translucidez do leite (JOHNSTON, 1995). Gervilla
et al. (2001) contrasta com a afirmacéo, de modo que houve diminuicdo do parametro L* e
aumento do parametro (a*) e parametro (b*) quando leite de ovelha foi tratado por alta presséo.
Em relacdo aos parametros (a*) e (b*), 0s quais representam os parametros de cor que varia de
verde ao vermelho e azul ao amarelo, respectivamente, verifica-se uma maior influéncia do
componente amarelo (b*) em relacdo ao verde (a*). O uso da Alta Pressdo Hidrostatica
aumentou os valores (b*) para todos os tratamentos. Houve diferenca significativa entre os
tratamentos e quando comparados ao controle. Assemelha-se ao observado por RODRIGUES
(2016) em queijos tratados a 300MPa e 500MPa por 5 minutos. Juan et al. (2008) obtiveram
maiores valores (b*) em queijos tratados por alta pressdo e sugerem que as mudangas estruturais
produzidas pela alta pressdao em proteinas da matriz poderiam explicar as diferencas de cor
obtidas em queijos tratados a 300MPa durante 10 minutos. Em suco de laranja pressurizado a
520MPa por 6 minutos, Spira et al. (2018) observaram que os valores de (a*) foram
significativamente maiores para 0s sucos pressurizados em relacdo ao suco ndo processado. O
mesmo foi observado para os valores (b*), significando um aumento na cor amarela. Assim,
como exemplificado na Figura 6, os resultados sugerem que as cores que mais contribuiram
para as caracteristicas das bebidas foram o branco e o amarelo.
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Figura 6. llustragdo das diferengas de coloracdo das amostras de bebidas lacteas fermentadas.
BLFB-S — Amostra Sorbato; BLFB-C — Amostra Controle; BLFB-1 — Amostra 100MPa; BLFB-2 —
Amostra 200MPa; BLFB-3 — Amostra 300MPa.

3.3 Caracterizacdo microbioldgica e enumeracao de probioticos

As andlises microbiologicas foram realizadas afim de avaliar a conformidade das
bebidas lacteas com a legislacgdo, e a efetividade do tratamento de alta pressdo em garantir a
qualidade microbiolégica do produto, ao longo do armazenamento. Os resultados das
caracteristicas microbioldgicas dos tratamentos da bebida lactea fermentada sdo apresentados
na Tabela 5. Para analise de Salmonella sp. foi realizada por amostras compostas, e observado
auséncia em todos os dias analisados. Foram conduzidas analises de Estafilococos coagulase
positiva, que ndo foram detectados em todos os dias analisados. Igualmente, coliformes 35 °C
e 45 °C ndo foram detectadas. Sendo assim, 0s resultados encontram-se dentro dos padrdes
microbioldgicos exigidos pela legislagdo brasileira para bebida lactea fermentada refrigerada e
com bactérias lacticas vidveis nos ndmeros minimos (BRASIL, 2001). A alta pressao
hidrostatica e seus efeitos na qualidade microbiolégica em produtos lacteos tém sido relatados
(EVERT-ARRIAGADA et al, 2014; EVELYN e SILVA, 2015; PATRIGNANI e
LANCIOTTI, 2016). Liu et al. (2017) em seus estudos com leite desnatado, relataram que o
tratamento com alta pressdo hidrostatica a 500 MPa por 5 min reduziu as populacdes de
Escherichia coli, Salmonella enterica Typhimurium, Listeria monocytogenes e Staphylococcus
aureus de 6,5 log de UFC / mL ou superiores a menos de 1 log UFC / mL.
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Tabela 5. Resultados das analises microbioldgicas de Fungos filamentosos e leveduras, Estafilococos
coagulase positiva, Coliformes 35 °C, Coliformes 45 °C e Salmonella sp., para as amostras de bebida
lactea fermentada armazenadas durante 35 dias a 5 +1 °C.

- . Lo Tempo (dias)
Anédlises microbioldgicas Tratamentos

1 7 14 21 28 35

Controle  <1,0x10t <1,0x10* <1,0x10t <1,0x10! <1,0x10' <1,0x 10t
Sorbato  <1,0x10 <1,0x10* <1,0x10' <10x10* <1,0x10' <1,0x 10

Fungos filamentosos e
leveduras UFC/mL 100MPa  <1,0x10t <1,0x10t <10x10t <1,0x10! <1,0x10* <1,0x 10t

200MPa  <1,0x10* <1,0x10* <1,0x10* <1,0x10* <1,0x10* <1,0x10*

300MPa  <1,0x10* <1,0x10' <1,0x10' <1,0x10* <1,0x10* <1,0x10*

Controle <10x10* <1,0x10* <1,0x10* <1,0x10* <1,0x10* <1,0x10*
Sorbato <1,0x10' <1,0x10' <1,0x10* <1,0x10' <1,0x10* <1,0x10t
Estafilococos coagulase
positiva UFC/mL 100MPa  <1,0x10' <1,0x10* <1,0x10' <1,0x10* <1,0x10' <1,0x 10!

200MPa  <1,0x10* <1,0x10* <1,0x10* <1,0x10* <1,0x10* <1,0x10*

300MPa  <1,0x10* <1,0x10' <1,0x10' <1,0x10* <1,0x10* <1,0x 10!

Controle <1,0x10t <1,0x10' <10x10' <1,0x10! <1,0x10! <1,0x10t
Sorbato <10x10* <1,0x10* <1,0x10* <1,0x10* <1,0x10* <1,0x10t

Coliformes 35/45 °C
UFC/mL 100MPa <1,0x10t <1,0x10' <1,0x10' <1,0x10' <1,0x10! <1,0x10t

200MPa  <1,0x10* <1,0x10* <1,0x10' <1,0x10* <1,0x10* <1,0x10*

300MPa  <1,0x10* <1,0x10' <1,0x10' <1,0x10* <1,0x10* <1,0x10*

Controle Auséncia - - - - Auséncia
Sorbato Auséncia - - - - Auséncia
Salmonela sp. em 25mL o o
100MPa Auséncia - - - - Auséncia
200MPa Auséncia - - - - Auséncia
300MPa Auséncia - - - - Auséncia

Tratamentos: Controle — sem pressurizacdo; Sorbato — adicionado de Sorbato de Potéssio (0,03g/L) e sem
pressurizacdo; 100MPa — Pressurizacdo a 100MPa/5min; 200MPa — Pressurizacdo a 200MPa/5min; 300MPa
Pressurizacdo a 300MPa/5min.
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J& Arqués et al. (2006) observaram que pressdes de 300 ou 400MPa melhoraram a
qualidade e seguranca microbiologica em queijo atraves da reducdo da contagem de
microrganismos indesejaveis.

Resultados das analises dos probioticos, igualmente enumerados a cada 7 dias até os 35
dias de armazenamento refrigerado a 5 +1 °C. sdo apresentados na Tabela 6. As cepas de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 exibiram maior resisténcia aos efeitos da alta
pressdo do que o Lactobacillus acidophilus LA-5. A media de viabilidade do BB-12 variou de
3,30 log UFC/mL aos 35 dias de armazenanento a 6,68 log UFC/mL no dia 1 de
armazenamento. As amostras pressurizadas 100MPa e 200MPa se apresentaram com maiores
niveis de contagem com a faixa de 6,68 log UFC/mL para a amostra 100MPa no inicio do
armazenamento e 4,80 log UFC/mL aos 35 dias de armazenamento. Por sua vez, a amostra
200MPa mostrou-se inicialmente com 6,66 log UFC/mL e ao fim dos 35 dias de
armazenamento com 5,40 log UFC/mL. Ambas as amostras demonstraram uma reducdo de
menos de 2 log UFC/mL ao longo do armazenamento. Resultado equivalente foi obtido por
Tsevdou e Taoukis (2011), que sugerem que o Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12
em produtos lacteos tratados a 200MPa com tempo inferior a 20 min ou 300MPa com tempo
de processo inferior a 10 min, manteve-se vidvel enquanto ao mesmo tempo contribui para a
melhoria do sabor e da viscosidade. Em estudo de queijo Minas Frescal inoculado com BB-12
tratados a 200MPa/5 min e 350MPa/5min, Martins (2018), obteve contagem 7,38 log UFC/g e
6,26 log UFC/g respectivamente, no inicio do armazenamento, e 5,93 log UFC/g para amostra
200MPa e 4,52 log UFC/g para amostra 350MPa/5min ao final do armazenamento. Ja a amostra
300MPa iniciou com 5,34 log UFC/mL e apresentou contagem aos 35 dias de 3,3 log UFC/mL.

As contagens de Streptococcus thermophilus apresentaram-se em aproximadamente 9
log UFC/mL ao longo de todo o periodo de armazenamento. Em estudo dos efeitos da
subletalidade em probidticos inoculados em iogurtes, Mota et al. (2015) em suas amostras
pressurizadas a 100MPa por 180 min obtiveram contagem de Streptococcus thermophilus de
7,82 log UFC/mL. Contrastando com os resultados apresentados, Pega et al. (2018), ao
avaliarem o efeito da alta pressdo hidrostatica em bebidas fermentadas, obtiveram contagem
apos o primeiro dia de armazenamento a de aproximadamente 8 log UFC/mL para
Streptococcus thermophilus. J& aos 30 dias de armazenamento as bebidas tratadas a 200MPa/10
min , similarmente apresentaram contagem de 7,9 log UFC/mL e as bebidas tratadas a
400MPa/1 min demonstraram uma reducéo de 5 log UFC/mL, e a contagem aproximada foi de
3 log UFC/mL. Os resultados apresentados na Tabela 2.5 mostram que todos os tratamentos
aplicados as bebidas lacteas fermentadas foram eficazes para a sobrevivéncia do Streptococcus
thermophilus e com contagem minima de 8,17 log UFC/mL a exigéncia para alimento
probidtico seria atendida. Uriot et al. (2017) enaltece que Streptococcus thermophilus é a Gnica
espécie de Streptococcus utilizada na industria de alimentos.
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Tabela 6. Enumeracdo de probioticos das bebidas lacteas fermentadas durante o armazenamento refrigerado a 5 +1 °C por 35 dias.

Tempo (dias)

Anélises Tratamentos
1 7 14 21 28 35

Controle 7,09 + (0,47)% 6,33 £ (0,76)"52 4,93 + (0,89)52 4,68 + (1,02)8¢ 2,20 + (0,01)B¢8 2,00 £ (0,01)
Sorbato 7,18 £ (0,71)" 6,25 + (0,41)"58 5,10 £ (0,98)52 4,90 + (0,71)B¢ 3,20 + (1,70)B¢ <1,0 x 10 £ (0,01)

LA 100MPa 7,09 + (0,87)" 6,34 + (0,21)"82 5,57 = (0,74)5 4,64 + (0,92)8¢ 3,83 +(0,32)B¢ 3,60 + (0,01)<?
200MPa 7,06 * (0,64)" 6,14 + (0,01)"82 5,29 + (0,95)82 4,32 +(0,11)B¢ 3,81 + (0,49)B¢ 3,46 + (0,01)<?
300MPa 6,59 + (0,54)"° <1,0x 10t £ (0,01)*® <1,0x10'+(0,01)®® <1,0x10+(0,01)5¢* <1,0x10®+(0,01)5¢ <1,0x 10+ (0,01)*"
Controle 6,63 £ (0,03)A% 6,41 £ (0,35)A% 6,24 + (0,18)"B 5,95 + (0,54)B¢a 5,65 + (0,66)<® 4,55 + (0,01)P®
Sorbato 6,45 * (0,23)"° 6,43 + (0,26)"° 6,36 £ (0,11)"8b 6,03 + (0,37)B¢P 5,38 £ (1,27)<® 4,12 + (0,01)P°

BB 100MPa 6,68 + (0,06)"%® 6,46 + (0,25)"%® 6,36 + (0,13)"Ba0 5,99 * (0,58)B¢a 5,88 + (0,55)C%® 4,80 + (0,01)P®
200MPa 6,66 * (0,08)" 6,56 * (0,22)" 6,53 * (0,08)"&2 6,44 + (0,05)B¢ 5,98 £ (0,57)<2 5,40 + (0,01)P?
300MPa 5,34 + (0,17)"° 4,83 + (0,56)"° 4,71 +(0,73)"E° 4,07 + (0,01)B¢ 3,98 £ (0,01)° 3,30 + (0,01)"°
Controle 8,42 + (0,01)" 8,41 % (0,01)" 8,43 + (0,01)" 8,42 + (0,01)" 8,41 + (0,01)" 8,38 + (0,04)"
Sorbato 8,40 + (0,01)"° 8,35 + (0,01)"° 8,35 £ (0,01)”° 8,32 £ (0,01)" 8,35 + (0,01)"° 8,34 £ (0,01)”

ST 100MPa 8,44 + (0,01)" 8,42 + (0,01)" 8,42 + (0,01)" 8,43 + (0,01)" 8,43 + (0,02)" 8,43 £ (0,01)"
200MPa 8,40 + (0,01)"° 8,39 + (0,01)"° 8,38 £ (0,01)"° 8,37 £ (0,01)" 8,37 £ (0,01)"° 8,35 £ (0,01)"
300MPa 8,17 = (0,01)*° 8,21 % (0,01)*° 8,22 + (0,01)"° 8,20 * (0,01)"° 8,20 + (0,02)"° 8,20 + (0,02)"°

Tratamentos: Controle — sem pressurizacdo; Sorbato — adicionado de Sorbato de Potéssio (0,03g/L) e sem pressurizacdo; 100MPa — Pressurizagdo a 100MPa/5min; 200MPa —
Pressurizagdo a 200MPa/5min; 300MPa Pressuriza¢do a 300MPa/5min.
(*) Médias com letras mailsculas iguais na mesma coluna nédo diferem significativamente entre si (p>0,05).
(**) Médias com letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).

56



Por ter sido consumida durante séculos sem causar qualquer doenca, é também a Unica
espécie de Streptococcus reconhecida como (GRAS) pela Food and Drug Administrarion
(FDA). Usualmente utilizada como cultura ‘starter’ na producgéo de iogurtes, exerce interagao
com Lb. Bulgaricus, descrita como protocooperacdo (HOLS et al., 2005), onde o Streptococcus
thermophilus promove rapida acidificacdo relacionada a producéo de &cido lactico, mas
também sintetiza produtos secundarios, como acetaldeido ou diacetil contribuindo para
caracteristicas aromatica e texturais do iorgute. A producdo de CO: e &cido férmico pelo
Streptococcus thermophilus estimula o desenvolvimento Lb. bulgaricus que hidrolisa as
proteinas do leite em peptideos e amino&cidos que por sua vez, propiciam o desenvolvimento
de Streptococcus thermophilus (PEREZ et al., 1991; HOLS et al., 2005; SIEUWERTS et al.,
2008; URIOT et al., 2017). Estudos recentes apresentam evidéncias que o Streptococcus
thermophilus, além de cultura ‘starter’ para o considerarem como microrganismo probidtico.
Yerlikaya (2014) o apresenta como integrante de uma lista de microrganismos probidticos
populares utilizados na producéo de produtos lacteos funcionais. Uriot et al. (2017), elencam
0s possiveis beneficios de cepas de Streptococcus thermophilus, que apresentam a capacidade
de sobreviver a passagem pelo trato gastrointestinal e aderirem as células epiteliais intestinais,
que € um dos critérios para selecdo de cepa probidtica. O que aumentaria a colonizacdo e
consequinte protecdo do intestino do hospedeiro. Um grande numero de estudos in vivo em
animais e humanos mostrou efeitos benéficos, tais como, alivio da intolerancia a lactose,
prevencdo da gastrite e prevencdo de diarreia infecciosa (URIOT et al., 2017). Diante das
informagdes supracitadas, com os dados obtidos e apresentados na Tabela 6, € notéria a
resisténcia do Streptococcus thermophilus aos tratamentos de alta pressdo hidrostatica
aplicados, de modo que sugere-se grande potencial no desenvolvimento de lacteos
pressurizados, como por exemplo, bebida lacteas e iogurtes. A amostra Sobarto na enumeracao
de Lactobacillus acidophilus LA-5, ndo diferiu significativamente (p >0,05) das demais
amostras até os 28 dias de armazenamento, apresentando no primeiro dia de armazenamento
7,09 log UFC/mL, e <1,0 x 10' log UFC/mL aos 35 dias de armazenamento. Para
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 apresentou contagem no primeiro dia
armazenamento 6,45 log UFC/mL e aos 35 dias de armazenamento, 4,12 log UFC/mL. E para
Streptococcus thermophilus apresentou no primeiro dia de armazenamento 8,40 log UFC/mL,
e aos 35 dias de armazenamento 8,34 log UFC/mL. A bebida lactea desenvolvida com a adi¢édo
de sorbato pode ser considerada probidtica, ao longo de todo o periodo de armazenamento. O
uso de conservantes, como sorbato, € umas das principais ferramentes para o controle de
crescimento de microrganismos deteriorantes e extensdo da vida util de alimentos (EL-ZINEY,
2009). Porém, a busca por por alimentos cada vez mais saudaveis, Augusto et al. (2018), com
0 minimo de alteragdes sensoriais e seguros (BARBA et al.,, 2012), impulsionam o
desenvolvimento de novos produtos com processos alternativos de conservacao. A proposta de
utilizacdo desses processos, como a alta pressdo hidrostatica, € a inativacdo da atividade de
microrganismos presentes nos alimentos, e também certas enzimas de interesse, sem
comprometer 0os componentes nutricionais e sensoriais que normalmente sdo afetados pelo
tratamento térmico (BARBA et al., 2013), atendendo a expectativa dos consumidores, e
facultando o uso de conservantes nas formulagdes dos alimentos.

De acordo com a exigéncia da legislagéo, para o consumo em 100 g do alimento, deve-
se apresentar 10° a 10’ UFC/g de probidticos (BRASIL, 2008). As amostras se mantiveram com
contagens de probioticos viaveis ao longo do armazenamento refrigerado. A alta pressédo
hidrostatica mostrou-se promissora no desenvolvimento de bebidas lacteas fermentadas
probidticas, de modo que, as amostras pressurizadas mantivera-se viaveis por 35 dias de
armazenamento.
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3.4 Teste de aceitacao

Cinquenta e um consumidores voluntarios néo treinados, com idade entre 18 e 65 anos
(sendo 35% homens e 65% mulheres) participaram do estudo de aceitacdo das bebidas lacteas
fermentadas probioticas, o qual foi realizado na Embrapa Agroindustria de Alimentos.

Observa-se que as médias apresentadas na Tabela 7, ndo diferiram significativamente
entre si (p>0,05), sendo a amostra controle com a maior média de aceitacdo (6,3). E as amostras
Sorbato e 200MPa foram avaliadas com (6,1) igualmente.

Tabela 7. Médias de aceitacio® das amostras de Bebida Léactea Fermentada Probidtica.

Amostra
1 2 3
Aceitacao Controle Sorbato 200MPa
(n=51) 6,3 + (1,96)° 6,1 + (1,72)° 6,1 + (1,58)°

(8) avaliada em escala hed6nica de 9-pontos, variando de 1: desgostei muitissimo a 9: gostei muitissimo.
Tratamentos: Controle — sem pressurizagdo; Sorbato — adicionado de Sorbato de Potéssio (0,03g/L) e sem
pressurizacdo; 100MPa — Pressurizagdo a 100MPa/5min; 200MPa — Pressurizagdo a 200MPa/5min; 300MPa
Pressurizacdo a 300MPa/5min.

(*) Médias com letras mindsculas iguais na mesma linha néo diferem significativamente entre si (p>0,05) pelo
teste de Tukey.

O grupo de avaliadores foi composto por consumidores femininos (65%) jovens a
adultos jovens e com elevado nivel de escolaridade (p6s-graduacdo). Caracteristica intrinseca
ao local da avaliacdo do estudo.

Tabela 8. Perfil socio demografico dos consumidores (%).

Total (%) n
Género
Feminino 65 33
Masculino 35 18
Idade
18-25 6 3
26-35 29 15
36-45 33 17
46-55 16 8
56-65 16 8
>66 0 0
Escolaridade
Fundamental incompleto 0 0
Fundamental 0 0
Médio incompleto 4 2
Médio 4 2
Superior incompleto 8 4
Superior 12 6
Pds-graduacéo 73 37
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4 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos sobre a aplicacdo do processo de alta pressao hidrostatica n
bebida lactea fermentada, as condic¢Bes de pressurizacdo de 100MPa e 200MPa mantiveram a
contagem de probiodticos em niveis exigidos pela legislacéo, caracterizando o produto como
potencialmente funcional, condicionado a sobrevivéncia dos microrganismos em tais niveis de
contagens ao longo da passagem pelo trato gastrointestinal. As amostras apresentaram
enumeracéo de Lactobacillus acidophilus LA-5 ao longo do armazenamento refrigerado. Assim
como, para Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 e Streptococcus thermophilus.
Portanto, é a principio possivel a utilizagdo desses micorganismos no desenvolvimento de
produtos lacteos probioticos. As variaveis utilizadas no estudo da alta pressdo hidrostatica em
comparacao a utilizacao de conservante sorbato, sugerem que o emprego da tecnologia € viavel
para extensdo da vida util de lacteos funcionais, além do efetivo controle microbioldgico em
todos os niveis utilizados, dispensando o uso do aditivo sorbato. O processo também atenuou a
pos acidificacdo, permitindo o desenvolvimento e viabilidade de cultura probittica mista ao
longo do armazenamento. As amostras estdo dentro do limites estabelecidos para proteinas e
pelo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leite Fermentado sdo amostras de
Bebida Lactea Fermentada parcialmente deshatada, além de possuirem o teor reduzido de
acucar em sua formulacdo. Mais pesquisas sdo necessarias para determinar se 0 processo alta
pressao hidrostatica pode ser aplicado em lacteos funcionais que utilizem culturas probidticas
mistas e esclarecer as interacdes entre esses microrganismos e a viabilidade de ambos, a fim de
alcancar produtos lacteos funcionais pressurizados com caracteristicas adequadas para suprirem
as demandas legais e mercadolodgicas.
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CONCLUSOES GERAIS

Bebidas lacteas fermentadas probidticas sabor mamao e laranja com teor de acucar
reduzido é um produto funcional desenvolvido com a utilizacéo de tecnologia de processamento
de alimentos ndo convencional, a alta pressao hidrostatica. As bebidas mostraram-se excelente
matrizes para inoculagdo de cultura mista probidtica apresentando contagens de
microrganismos benéficos viaveis até aos 35 dias de armazenamento refrigerado.

A alta pressdo hidrostéatica foi eficiente no controle de microrganismos deteriorantes e
patogénicos. Condicionando todas as amostras as exigéncias estabelecidas pela legislacdo
brasileira para seguridade quanto ao consumo, e padrao higiénico-sanitario quanto ao processo
de fabricacdo das bebidas. A utilizagéo da alta presséo influenciou na coloragdo das amostras
pressurizadas, de modo que a amostra 300MPa apresentou coloracdo mais acentuada quando
comparada as amostras nao pressurizadas. Além do controle microbioldgico, a alta pressdo
hidrostatica retardou a reacdo de pos acidificacdo, propiciando ambiente mais favoravel ao
desenvolvimento de probioticos.

Sugere-se que novos estudos sejam conduzidos, afim de se compreender o impacto da
alta pressdo nas caracteristicas de produtos lacteos fermentados inoculados com culturas mistas
e ou culturas isoladas de probidticos e entender a percepcdo dos consumidores ao potencial
produto funcional desenvolvido. Deve-se considerar ainda, que estudos mais aprofundados
sejam conduzidos relacionando-se 0 comportamento do consumidor a redugdo de aglcar nos
alimentos, e dispensado sobretudo, a utilizacdo de aditivos quimicos e priorizando o
desenvolvimento de novos produtos com elevada qualidade nutricional.
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