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RESUMO

O leite caprino apresenta efeito hipoalergénico, maior digestibilidade e teores superiores de
vitaminas e calcio quando comparado ao leite bovino. E considerado uma matriz propicia para
a incorporacdo bem-sucedida de probidticos, ampliando sua utilizacdo na obtencdo de novos
produtos fermentados. Paralelamente, a adicdo de soro de leite caprino e polpa de jambo
vermelho aos derivados lacteos tendem a melhorar sua qualidade nutricional e os aspectos
sensoriais do produto final. Esta pesquisa teve por objetivo desenvolver diferentes
formulacBes de bebida lactea de origem caprina isenta de lactose com adicdo de polpa de
jambo vermelho e cultura probiotica (Lacticaseibacillus paracasei), visando promover a
oferta de um produto a base de leite e frutas, direcionado a dois grupos de consumidores com
necessidades especiais: intolerantes a lactose e alérgicos as proteinas do leite bovino. Para
tanto, inicialmente a polpa de jambo fresca foi obtida e submetida aos métodos de
congelamento e liofilizacdo. Em seguida, os compostos bioativos das polpas foram
determinados a partir da extracdo com diferentes tipos de solventes. Para obtencdo do leite
caprino com lactose hidrolisada, o leite caprino in natura foi pasteurizado, resfriado e
adicionado de diferentes concentracdes de beta-galactosidase, mantendo-se sob incubacéo por
5 h nas mesmas condic¢Bes, seguindo-se a inativacdo enzimatica. Os parametros de teor de
gordura, proteinas, caseina total, extrato seco total e desengordurado, densidade relativa e o
teor de lactose foram determinados apds a reacdo de hidrolise. As diferentes formulagdes de
bebida lactea probiotica isenta de lactose foram desenvolvidas com adicdo de polpa de jambo
congelada (12%, 15% e 18% m/v) e liofilizada (3%, 6% e 9% m/v), correspondendo as
formulacbes F1, F2, F3, F4, F5 e F6, respectivamente e avaliadas durante o periodo de
armazenamento refrigerado. Os resultados demonstraram que as polpas liofilizada e
congelada obtidas apresentaram caracteristicas tecnologicas adequadas para industrializacéo e
destacaram-se especialmente como fonte de compostos bioativos. O metanol acidificado foi o
solvente mais eficaz na extracdo de compostos fendlicos totais e de antocianinas, enquanto a
agua pura destacou-se na extracdo dos flavonoides amarelos em ambas as polpas. Verificou-
se, também, que a adicdo de beta-galactosidase promoveu aumento no teor de solidos totais
do leite caprino com lactose hidrolisada. As bebidas elaboradas sem a utilizagdo de aditivos
artificiais apresentaram caracteristicas microbioldgicas, sensoriais e tecnoldgicas relevantes,
mostrando-se como um produto promissor aos consumidores com restricdes alimentares
(intolerantes a lactose e alérgicos as proteinas do leite bovino). Ademais, destacam-se como
alternativas para agregar maior valor econdémico ao jambo vermelho, inserindo-o na cadeia
alimentar, bem como para promover o aproveitamento do soro de leite caprino. Esta tese foi o
primeiro estudo a relatar a aplicacdo bem sucedida do Lacticaseibacillus paracasei associado
a cultura starter na obtencdo de bebida lactea caprina probiotica isenta de lactose com adigédo
de polpa de jambo vermelho.

Palavras-chave: Compostos bioativos, hidrdlise enzimatica, leite caprino, Lacticaseibacillus
paracasei, Syzygium malaccensis.



ABSTRACT

Goat milk has a hypoallergenic effect, greater digestibility and higher levels of vitamins and
calcium when compared to bovine milk. It is considered a suitable matrix for the successful
incorporation of probiotics, expanding its use in obtaining new fermented products. At the
same time, the addition of goat whey and red jambo pulp to dairy products tend to improve
their nutritional quality and the sensory aspects of the final product. This research aimed to
develop different formulations of lactose-free goat milk drink with addition of red jambo pulp
and probiotic culture (Lacticaseibacillus paracasei), aiming to promote the offer of a milk
and fruit-based product, aimed at two groups of consumers with special needs: lactose
intolerant and allergic to bovine milk proteins. For that, initially fresh jambo pulp was
obtained and submitted to freezing and lyophilization methods. Then, the bioactive
compounds of the pulps were determined by extraction with different types of solvents. To
obtain goat milk with hydrolyzed lactose, in natura goat milk was pasteurized, cooled and
added with different concentrations of beta-galactosidase, kept under incubation for 5 h under
the same conditions, followed by enzymatic inactivation. The parameters of fat content,
proteins, total casein, total and defatted dry extract, relative density and lactose content were
determined after the hydrolysis reaction. The different formulations of lactose-free probiotic
milk drink were developed with the addition of frozen or lyophilized jambo pulp (12%, 15%
and 18% m/v and 3%, 6% and 9% m/v), corresponding to the formulations F1, F2, F3, F4, F5
and F6, respectively, and evaluated during the refrigerated storage period. The results showed
that the freeze-dried and frozen pulps obtained presented technological characteristics suitable
for industrialization and attracted attention especially as a source of bioactive compounds.
Acidified methanol was the most effective solvent in extracting total phenolic compounds and
anthocyanins, while pure water stood out in extracting yellow flavonoids from both pulps. It
was also found that the addition of beta-galactosidase promoted an increase in the total solids
content of goat milk with hydrolyzed lactose. Drinks made without the use of artificial
additives presented relevant microbiological, sensory and technological characteristics,
proving to be promising products for consumers with dietary restrictions (lactose intolerant
and allergic to bovine milk proteins). Furthermore, they were highlighted as alternatives to
add greater economic value to red jambo, inserting it into the food chain, as well as to
promote the use of goat milk whey. This thesis was the first study to report the successful
application of Lacticaseibacillus paracasei associated with the starter culture in obtaining a
lactose-free probiotic goat milk drink with the addition of red jambo pulp.

Keywords: Bioactive compounds, enzymatic hydrolysis, goat milk, Lacticaseibacillus
paracasei, Syzygium malaccensis.
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1 INTRODUCAO

O crescimento no setor de produtos lacteos e o interesse dos consumidores por
alimentos que proporcionem beneficios a sadde, com qualidade sensorial adequada, tém
impulsionado o desenvolvimento de novos produtos (SAQUETI et al., 2019). O leite caprino
apresenta efeito hipoalergénico, maior digestibilidade de gorduras e proteinas e teores
superiores de vitamina A, B e de calcio quando comparado ao leite bovino (DELGADO et al.,
2020). A demanda por produtos lacteos caprinos esta aumentando tanto nos mercados
tradicionais quanto nos novos em funcdo desses efeitos benéficos (MILLER; LU, 2019). O
leite caprino também possui potencial para entrega bem-sucedida de probi6ticos, ampliando
sua utilizacdo (RANHADEIRA et al., 2019).

Culturas probidticas sdo usadas como ingredientes na producdo em larga escala de
alimentos lacteos funcionais devido aos diversos beneficios & salde associados ao seu
consumo (AL-HINDI; GHANI, 2020). Neste sentido, produtos fermentados com
Lacticaseibacillus paracasei (anteriormente denominado Lactobacillus paracasei)
apresentaram varios efeitos benéficos para uma variedade de patologias, incluindo lesdes na
mucosa gastrica, alivio de alergias, reducdo no acumulo de gordura, efeito
hipocolesterolémico, anti-hipertensivo e contra a osteoporose (LIN et al., 2017), propriedades
antimutagénicas, antioxidantes e anticancerigenas (PIMENTEL et al., 2015), propriedades
anti-inflamatorias (CHOI et al., 2020), reducdo de doencas infecciosas (POON et al., 2020),
de doencas respiratérias (NOCERINO et al., 2017) e de doencas hepaticas (YAO et al.,
2019). Dentre os alimentos probidticos, bebidas a base de leite estdo entre os principais
veiculos destes micro-organismos consumidos mundialmente (ANDRADE et al., 2019).

Atualmente, existem diversos tipos de bebidas lacteas no mercado que se diferenciam
guanto ao sabor, aroma, consisténcia, ingredientes ndo lacteos utilizados, processo de
fabricacéo, fermentacdo e a quantidade de soro de leite empregado (SANTOS et al., 2021). A
utilizacdo do soro de leite em formulacgdes de bebidas lacteas € a principal alternativa para um
adequado aproveitamento deste subproduto (FIGUEIREDO et al., 2019; SOUZA et al., 2020),
cujas proteinas possuem diversas propriedades funcionais e biolégicas, tais como atividades
antioxidante, anti-hipertensiva, anticancerigena, antiviral, antibacteriana, anti-inflamatoria e
imunomoduladora, alem de protecdo ao sistema cardiovascular (COSTA et al., 2021). Além

disso, a adi¢do de frutas e ingredientes contendo fibras pode melhorar a aceitagédo sensorial de
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bebidas lacteas, alem de contribuir através da incorporacdo de substéncias que ndo estdo
presentes naturalmente nesse tipo de produto (SAQUETI et al., 2019).

O jambo vermelho é um fruto tropical caracterizado por apresentar quantidades
significativas de antocianinas, flavonoides, e outros compostos fendlicos (BATISTA et al.,
2016), teor elevado de acido ascorbico e uma consideravel atividade antioxidante (NUNES et
al., 2016). Destaca-se, ainda, como fonte de fibras, vitaminas e minerais. No entanto, apesar
da elevada producdo, é utilizado apenas para consumo direto nas regides produtoras,
resultando em grande desperdicio na época da safra, devido a reduzida vida util dos frutos in
natura (AUGUSTA et al., 2010). Neste sentido, a adicdo da polpa do jambo vermelho na
formulacdo de bebidas lacteas constitui uma alternativa para a insercdo do fruto na cadeia
alimentar. Assim, pode-se agregar valor nutricional as bebidas devido ao teor de fibras, bem
como favorecer a multiplicacdo de culturas probidticas, contribuir para a cor, o sabor e 0
aroma das bebidas sem necessidade de aditivos artificiais. Pesquisas com a utilizagdo do
jambo na formulacdo de bebida lactea probidtica caprina, isenta de lactose ainda ndo foram
relatadas até a finalizacdo desta pesquisa, sendo esta, portanto, a primeira.

Produtos lacteos sem lactose vem sendo consumidos por intolerantes a esse
carboidrato (APARICIO et al., 2019) e podem ser obtidos com a base de leite caprino a serem
inseridos na dieta de consumidores alérgicos as proteinas do leite de vaca (SANTANA et al.,
2021). Considerando-se que a intolerancia a lactose e a alergia as proteinas do leite bovino
vem aumentando (SANTOS; LIMA, 2020), pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de
novos produtos para atender as necessidades desses grupos de consumidores diferenciados sdo
necessarias.

Assim, este estudo teve por objetivo desenvolver e avaliar o potencial tecnologico e
funcional de diferentes formulacdes de bebida lactea probidtica de origem caprina, isenta de
lactose, com adi¢do de polpa de jambo vermelho, visando promover a oferta de um produto a
base de leite e frutas, direcionado a dois grupos de consumidores com necessidades especiais:

intolerantes a lactose e alérgicos as proteinas do leite bovino.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Valor nutricional do leite caprino

A producdo de leite caprino no Brasil vem aumentando nos ultimos anos como
resultado do apoio de programas governamentais projetados para incentivar essa atividade
(CAVICCHIOLI et al., 2015). Sua importancia se intensificou, principalmente, devido ao
problema da alergia, relacionada ao consumo de leite bovino, especialmente entre criancas na
primeira infancia (AHMED et al., 2015). O Nordeste concentra 0 maior rebanho leiteiro
caprino do pais, representando cerca de 92,6%; contudo, a producdo de leite caprino nessa
regido é inferior a 45 % do total nacional, e 0 consumo ocorre principalmente nas areas
produtoras (LIMA et al., 2018). Na Paraiba, a quantidade de leite caprino produzido por ano é
de 5.627.000 L/ ano e envolve uma média de 2.677 estabelecimentos, sendo Taperoa o
principal municipio responsavel pela producdo anual (543.000 L) (IBGE, 2017).

Apesar da expansdo da caprinocultura leiteira, problemas relacionados & sazonalidade,
crescimento do rebanho caprino, escassez de investimento tecnoldgico e manejo inadequado
dos animais constituem obstaculos aos avangos do sistema de producdo. Diante de tais
problemas, ocorre irregularidade na oferta desse produto, resultando na insatisfacdo da
indUstria e do consumidor devido a disponibilidade e aos precos dos produtos caprinos
adquiridos ndo atenderem suas expectativas (LIMA et al., 2021). A maior parte do leite
caprino produzido é consumido na forma in natura e 0s queijos e iogurtes sdo 0s principais
produtos processados obtidos (PROSSER, 2021).

O leite caprino ¢ definido como o “produto resultante da ordenha completa e
ininterrupta, sobre condi¢des higiénicas, de animais da espécie caprina, bem alimentados e
descansados” (BRASIL, 2000). A composicdo desse leite varia de acordo com fatores
diversos, tais como, raca, estdgio de lactacdo e tempo de ordenha, dieta, saude, idade,
localizagdo geografica onde os caprinos estdo inseridos e época do ano (SUDHARSHAN;
RAMACHANDRA, 2016). A legislacdo que regulamenta as condi¢des de producao,
identidade e os requisitos minimos de qualidade desse tipo de leite, destinado ao consumo
humano no Brasil, estabelece como padrées minimos: 2,8% de proteina bruta, 4,3% de
lactose, 8,2% de sélidos ndo gordurosos e 0,7% de cinzas, acidez titulavel variando de 0,13%
a 0,18%; densidade a 15 °C de 1,028 g/mL a 1,034 g/mL; indice crioscopico (ponto de
congelamento) de -0,550 °H a -0,585 °H (BRASIL, 2000).
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O leite bovino apresenta cerca de 87,9% de umidade, 3,3% de gordura, 0,7% de
cinzas, 4,7% de lactose e 3,4% de proteinas em sua composicéo, e difere do leite caprino
devido a quantidade inferior de lactose. As diferencas no teor proteico também sdo
significativas quando as fracdes de caseina de ambos o0s leites sdo comparadas. O leite bovino
apresenta cerca de 39,7% de a-caseina, o teor de B-caseina é de 32,7% e de k-caseina 11,6%.
Ja no leite caprino, a fragdo proteica apresenta 5,6% de a-caseina, 54,8% de [-caseina e
20,4% de k-caseina (BALTHAZAR et al., 2017). Os niveis mais elevados de a-caseina no
leite bovino estdo diretamente relacionados a sua maior alergenicidade quando comparado ao
leite caprino. No entanto, apesar da necessidade fisiolégica de alguns individuos,
especialmente criancas com sensibilidade as proteinas do leite de leite de vaca, a valorizagédo
do leite caprino na nutricdo humana recebeu pouca atencdo da sociedade cientifica até o
momento (PRAJAPATI et al., 2017).

O leite caprino é considerado um alimento altamente nutritivo e apresenta uma
composicao proteica similar ao leite materno. Quando comparado ao leite bovino, apresenta
glébulos de gordura menores e quantidades superiores de acidos graxos de cadeia curta e
média. Estas caracteristicas aumentam a digestibilidade e a biodisponibilidade desse tipo de
leite. Contém ainda, vitaminas abundantes (A, E, B1, B2 e C) e minerais (potassio, calcio,
magnésio, fosforo, sédio, ferro, cobre e zinco) com uma taxa de absorcao superior (JUNG et
al., 2016). Pesquisas relacionadas ao leite caprino indicaram ainda, que as proteinas deste
alimento, bem como os peptideos produzidos a partir destas, apresentam importante atividade
biolégica, como antimicrobianos, imunomoduladores, antioxidantes, antitrombdticos,
hipocolesterolémicos e anti-hipertensivos (COSTA et al., 2014). Além disto, normalmente
contém entre 250 e 300 mg / L de oligossacarideos, valor 45 vezes superior ao conteddo
presente no leite bovino. Estes oligossacarideos podem atuar como prebioticos, promovendo a
manutencdo da saude do trato gastrointestinal, contribuindo para a multiplicacdo da populacédo
de bactérias benéficas e inibindo o desenvolvimento das patogénicas (KUMAR et al., 2016).

Apesar desses beneficios, hd algumas dificuldades tecnoldgicas associadas a produgéo
de derivados lacteos de origem caprina, relacionadas sobretudo a composicdo especifica e a
estrutura dos compostos presentes nesse tipo de leite. O baixo teor de a-caseina afeta a
coagulagdo, resultando em um gel fragil e reduz o rendimento de queijos (PARK et al., 2021).
Do mesmo modo, algumas caracteristicas sensoriais dos produtos lacteos caprinos, como
sabor e aroma mais intensos, contribuem para a sua baixa aceitagéo e limitam seu consumo, o

que pode ser otimizado pela adicdo de polpas de frutas na obtencdo de seus derivados
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(SANTANA et al., 2021). Ademais, o desenvolvimento de produtos de origem caprina vem
sendo impulsionado como alternativa alimentar para consumidores sensiveis aos componentes
do leite bovino, como os intolerantes a lactose e alergicos as proteinas contidas nesse tipo de
leite (FEITOSA et al., 2021).

2.2 Alergia as proteinas do leite bovino

A alergia alimentar aumentou consideravelmente nos Gltimos anos, atingindo cerca de
8% das criancas e 4% dos adultos, sendo considerada um problema de salde publica
(RACHID et al., 2021). Esta disfungdo é caracterizada como uma reagdo adversa, mediada
pelo sistema imunoldgico, que em contato com algum componente do alimento, normalmente
as proteinas, pode desencadear sinais e sintomas de desconforto aos individuos. A resposta
depende de cada organismo, pois a toleréncia varia de acordo com o contato e a quantidade do
alérgeno (KANCHAN et al., 2021).

A alergia as proteinas do leite de vaca (APLV) é uma das alergias alimentares mais
comuns, afetando entre 2% e 7,5% da populacdo mundial, sendo as criangas na primeira
infancia o grupo mais atingido (LIANG et al., 2020). Embora o organismo apresente a
capacidade de digerir as proteinas, as vezes estas ndo sdo reconhecidas pelo sistema
imunoldgico, desencadeando o desenvolvimento e/ou inicio da APLV (ALIAGA et al., 2020).
Os sintomas tipicos desta alergia sdo observados no trato gastrointestinal (célicas abdominais,
vOmitos e diarreia), e os demais sintomas sdo manifestados especialmente no trato respiratério
e pele (urticaria, inchaco do rosto, eczema, tosse e dificuldade em respirar, vermelhiddo em
torno da boca que pode difundir-se por todo o corpo, corrimento nasal, espirros e coceira nos
olhos) (SILVA et al., 2019; SANTOS; LIMA, 2020; ANDRADE et al., 2020).

Apesar das criangas constituirem o grupo mais vulneravel, a APLV com manifestagdes
gastrointestinais (GI) ocorre em qualquer fase da vida (FERREIRA et al., 2014). De acordo
com Chen et al. (2014), o trato gastrointestinal desempenha uma importante funcgéo na alergia
alimentar, pois é uma das primeiras barreiras de defesa do organismo contra precursores das
reacOes adversas. A manutencao da barreira da mucosa intestinal € um ponto critico para 0s
mecanismos de defesa, pois havendo a modulacdo da permeabilidade intestinal, a inducéo da
alergia alimentar com sintomas intestinais pode ser menos agressiva. Nesta perspectiva, 0 uso

de probidticos parece ser uma alternativa interessante para a prevencao e/ou tratamento de
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doencas alérgicas, pois sdo capazes de manter o equilibrio adequado da microbiota intestinal
(CUELLO-GARCIA et al., 2015).

O diagnostico em caso de suspeita de APLV é baseado na histdria clinica do paciente
e, para este deve ser realizada uma dieta de eliminag&o, na qual, as proteinas do leite bovino
sdo totalmente excluidas da alimentagdo e, posteriormente, é avaliada a resposta clinica. Apos
um periodo de dieta de eliminacdo, a Prova de Provocacdo Oral (PPO) € realizada, sendo
considerado o método definitivo para confirmar ou excluir a suspeita da alergia. Este teste
consiste na administracdo de doses graduais de leite bovino, iniciando com um volume baixo
ao que podera produzir sintomas, aumentado gradativamente até atingir o equivalente a um
volume adequado a idade. Considera-se uma PPO positiva quando a introducdo do leite
bovino reproduz os sintomas, confirmando-se a APLV (MENDONCA et al., 2020).

O tratamento para a APLV consiste na restricdo do alimento causador dessa condi¢éo
(MAEDA et al., 2021). A exclusdo de leite e produtos lacteos bovinos da dieta, sem
substituicdes apropriadas, pode, contudo, conduzir as criancas a desnutricdo e/ou deficiéncias
nutricionais especificas. Considerando isto, as organizacdes cientificas recomendam a
utilizacdo de um substituto apropriado deste tipo de leite para esse grupo de consumidores
(LIFSCHITZ; SZAJEWWSKA, 2014). Segundo Park et al. (2021), o leite caprino €
reconhecido por suas propriedades nutricionais e hipoalergénicas, e pode ser utilizado como

alternativa ao leite bovino na dieta desses individuos.

2.3 Importancia industrial da lactose

A lactose é o principal carboidrato presente no leite de todos os mamiferos, variando
aproximadamente entre 3 e 8%, e estd presente em grande quantidade no soro de leite (JIN et
al., 2015). E definida como um dissacarideo, obtido através da sintese nas células alveolares
da glandula mamaria por meio da reagdo de um radical de D-glicose e outro de D-galactose
unidos por uma ligacdo B-1,4-glicosidica (LIN et al., 2016). Na mucosa do intestino delgado,
a enzima [-D-galactosidase (lactase) é responsavel pela hidrolise enzimatica da ligacédo
glicosidica B-1,4 da lactose, liberando seus componentes monossacaridicos, glicose e
galactose, para absor¢do na corrente sanguinea. Ambos 0s monossacarideos passam pelo
sistema porta e sdo transportados até o figado, onde a galactose € convertida em glicose
(PEREIRA et al., 2014).
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A lactose é encontrada sob duas formas devido a presenca de carbono quiral, as quais
apresentam propriedades fisicas distintas: a forma isomérica cristalina o hidratada ¢ a
anidra. Quando em solucdo ocorre a transformacdo de uma forma em outra até atingir o
equilibrio, fendmeno denominado de mutarrotagdo. Comparando as propriedades isoméricas o
e B, verifica-se a presenca de 4&tomos de carbono assimétricos opticamente ativos, que quando
em solucBes, desviam o plano vibracional da luz polarizada que os atravessa. Ambas as
formas diferem em sua rotacdo. Outras distin¢cdes quanto aos seus aspectos fisico-quimicos
estdo relacionadas & baixa solubilidade, forma, tamanho, hidratagdo dos cristais, e baixo
dulcor, quando comparado a outros carboidratos (PEREIRA et al., 2012).

Este dissacarideo apresenta grande importancia para a indastria de alimentos, pois
através de sua fermentacdo por bactérias laticas, sao obtidos produtos diversos, como iogurtes,
leites fermentados, uma diversidade de queijos, entre outros. De igual modo, pode ser isolada
e posteriormente utilizada como matéria-prima para obtencdo de varios derivados dietéticos,
como a lactulose e galacto-oligossacarideos. Além disso, € um carboidrato redutor,
participando efetivamente da reacdo de Maillard, essencial para a formacdo da coloracdo de
produtos lacteos obtidos a partir do aquecimento (HUPPERTZ; GAZI, 2016), como o doce de
leite e produtos de confeitaria. Todavia, apresenta forte tendéncia em absorver sabores e
odores estranhos e promove defeitos variados em derivados lacteos refrigerados, tais como a
cristalizacdo e, consequentemente, o desenvolvimento de textura arenosa (HUSAIN, 2010).

E frequentemente utilizada também na indGstria farmacéutica, atuando como
estabilizante e edulcorante, adocicando as medicacdes, especialmente os analgésicos e
antitéermicos (SILVA; LOPES, 2015).

2.3.1 Intolerancia a lactose

Todos os mamiferos, incluindo os humanos, quando nascem em condi¢des normais,
sdo capazes de sintetizar a lactase. Todavia, uma parcela da populacdo mundial, incluindo
todas as faixas etarias, ndo apresenta esta predisposicao, sendo definidos como intolerantes a
lactose (RANGEL et al., 2016). A frequéncia populacional que apresenta essa disfuncéo é
variavel entre diversos paises apresentando uma prevaléncia distinta entre as populages, de
80 a 100% em indigenas americanos e asiaticos, 60 a 80% dos negros e latinos e entre 2 e
15% dos descentes de norte europeus, respectivamente (SILVA et al., 2020).
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A intoleréncia a lactose (IL) decorre da inexisténcia ou do baixo contetido de beta-
galactosidase (lactase) presente no organismo, capaz de hidrolisar a lactose apos ingestdo do
leite e/ou derivados (OLIVEIRA et al., 2020). A deficiéncia da lactase segue trés tipos de
classificacbes distintas: primaria, congénita e secundaria. A deficiéncia primaria é a mais
comum entre a populagio da América do Sul, Africa e Asia. Sua ocorréncia esta relacionada
ao declinio da atividade da lactase ao longo da vida e os adultos constituem o grupo mais
vulneravel (LUTHY et al., 2017). A deficiéncia congénita é herdada e extremamente rara.
Nesta, 0 quantitativo de lactase é muito baixo ou inexistente. Ocorre com mais frequéncia em
recém-nascidos. J& a secundaria, também denominada de deficiéncia de lactase adquirida €
resultante de lesbes na mucosa intestinal, ocasionada pelo uso de medicamentos e/ou
tratamento contra doencas graves, como o cancer. Normalmente, a atividade da lactase €
restabelecida quando séo sanadas as lesdes (MANUYAKORN; TANPOWPONG, 2019).

Os principais sintomas da IL sdo manifestados no trato gastrointestinal, como célicas e
distensdo abdominal, diarreia e flatuléncias, nauseas e vomitos e ocorrem apds 0 consumo de
alimentos contendo lactose, como consequéncia da fermentacdo deste dissacarideo por
bactérias colénicas (BAADKAR et al., 2014). O diagnostico clinico da IL geralmente é
baseado em métodos bioquimicos, ap6s a ingestdo de doses significativas de lactose,
suficientes para cada teste. Estdo incluidos neste, o teste respiratorio de hidrogénio expirado e
o teste de atividade de lactase direta. Também podem ser realizados outros testes
complementares, como a bidpsia, cuja finalidade é verificar a atividade enzimética da lactase
presente no intestino (SANTONOCITO et al., 2015).

Quando um ou mais sintomas sdo observados e a IL é diagnosticada, recomenda-se a
exclusdo de leite e derivados da dieta. Entretanto, esta recomendacdo apresenta um risco
nutricional significativo, pois individuos que ndo ingerem leite consomem significativamente
menos proteinas lacteas, vitaminas e minerais, especialmente o célcio (OLIVEIRA et al.,
2020). A busca por alternativas envolve diversos produtos como o leite de soja, que sdo
consumidos como substitutos do leite bovino e de seus derivados. No entanto, estes ndo
apresentam a mesma disponibilidade de nutrientes. Além disso, a introducdo de leite de soja
na dieta, especialmente de criancas, representa um risco potencial para a salude desse grupo
populacional, devido a presenca de fitoestrogenos neste alimento (NARDI et al., 2017). Outra
possibilidade é o consumo de derivados lacteos sem lactose, obtidos a partir da hidrolise
enzimatica (BATISTA et al., 2018).

21



2.3.2 Hidrdlise enzimatica da lactose

Apesar da alta prevaléncia de intoleréncia a lactose entre a populacgéo, a diversidade de
produtos comeciais com niveis reduzidos de lactose ainda € baixa (MOREIRA et al., 2017).
Neste sentido, a indlstria de alimentos estd empenhada em alternativas viaveis para
solucionar o problema da intolerancia a lactose e uma grande quantidade de pesquisas e
esforcos tecnologicos foram realizados neste sentido, verificando-se que o processo de
hidrolise elimina suficientemente este actcar do leite (BALI et al., 2017). Mdrschbéacher et al.
(2016) consideram este processo promissor para a industria alimenticia, pois possibilita a
obtencdo de novos produtos sem lactose na composicdo, reduzindo os sintomas de
intolerancia, oferecendo ainda, vantagens tecnoldgicas, na medida em que reduz os riscos de
cristalizacdo nos derivados lacteos e aumenta seu poder adocante.

Todavia, a quebra da lactose do leite ndo promove modificagcdes apenas na estrutura
do agucar, outras propriedades também sdo alteradas, e estas caracteristicas devem ser melhor
investigadas na obtencdo de seus derivados lacteos. Ha controvérsias com relacdo as
propriedades sensoriais de produtos lacteos fermentados com lactose hidrolisada, uma vez que
algumas pesquisas indicam boa aceitacdo e textura mais cremosa de iogurte isento de lactose,
enquanto outras relatam iogurtes com sabor muito doce e com menor viscosidade (SCHMIDT
et al., 2016). Trabalhos relacionados as modificacdes nas caracteristicas nutricionais, bem
como seu efeito no leite e em seus derivados, especialmente de bebidas lacteas de origem
caprina, no entanto, até 0 momento onde essa pesquisa foi concebida, ndo foram relatados.

Existem dois métodos principais para a realizacdo da hidrdlise da lactose, 0 método
quimico e o enzimatico. A hidrdlise quimica é caracterizada pela aplicacdo de acidos fortes,
temperaturas elevadas (90 a 150 °C) e baixo pH (1 a 2), obtendo-se a hidrolise em pouco
tempo, sem a necessidade da utilizacdo de enzimas de custo elevado. Porém, os
inconvenientes superam 0s beneficios, pois o custo da planta industrial é elevado e pelas
condigdes utilizadas, o produto apresenta qualidade nutricional e sensorial inferior
(BACELAR JUNIOR et al., 2013). Segundo Das et al. (2015), a hidrélise enzimética é
catalisada pela enzima lactase (beta-galactosidase), em condic¢des brandas de temperatura e
pH, sem, contudo, afetar as caracteristicas sensoriais dos alimentos, sendo, portanto, o0 método
mais indicado na industria alimenticia. O mecanismo de agédo consiste na hidrolise da ligacdo
glicosidica da lactose, originando, glicose e galactose (KIRTHIGA et al., 2016), dois
monossacarideos facilmente absorvidos pelo organismo.
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Outra caracteristica extremamente importante da beta-galactosidase esta relacionada
ao seu sitio ativo, que possui habilidade tanto para hidrolisar a lactose quanto para
transgalactolisar a galactose formada durante o processo de hidrolise. Devido a esta
propriedade, essa enzima vem sendo utilizada para a produgdo de galacto-oligossacarideos
(GOS), que sdo oligossacarideos ndo digeriveis utilizados como ingrediente em alimentos, por
apresentarem efeito prebidtico (HEIDTMANN et al., 2012). A formacdo de GOS a partir da
lactose, no entanto, é influenciada por fatores diversos, como fonte da enzima, concentracao,
temperatura de hidrélise, pH e concentracdo do substrato (LISBOA et al., 2012).

As Dbeta-galactosidases microbianas apresentam uma posi¢cdo proeminente no
desenvolvimento de varios produtos relevantes industrialmente. A enzima pode ser obtida a
partir de células microbianas tais como bactérias, bolores e leveduras com propriedades
variaveis, dependendo da espécie (SELVARAJAN et al., 2015). No Brasil, a beta-
galactosidase autorizada para uso na producdo de alimentos em geral, é proveniente do
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Candida pseudotropicalis, Kluyveromyces fragilis,
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces sp. A forma de utilizacdo
recomendada é de coadjuvante de tecnologia, devendo ser inativada no final do
processamento (BRASIL, 2014). No entanto, normalmente, as beta-galactosidases
provenientes de Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Aspergillus niger e Aspergillus
oryzae sdo mais comumente aplicadas uma vez que se encontram disponiveis em quantidades
elevadas e por custo mais baixo quando comparadas as demais (SCHMIDT et al., 2016).

A beta-galactosidase proveniente da Kluyveromyces lactis é classificada como uma
enzima intracelular constituida po 1.024 aminoacidos. Sua estrutura cristalina revela uma
proteina tetramérica com peso molecular com cerca de 118 kDa por subunidade. A Generally
Recognized As Safe (GRAS) indica esta enzima como uma das beta-galactosidases mais
adequadas para aplicagdes industriais, farmacéuticas e alimenticias (GENNARI et al., 2019).
Apresentam melhores condi¢Ges operacionais em pH neutro e temperaturas mais amenas e
sdo as mais utilizadas na obtencdo de leite e derivados isentos de lactose (BOSSO et al.,
2016).
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2.3.3 Obtencao de leite isento de lactose

Nos ultimos anos, a producdo de alimentos sem lactose ou com baixo teor de lactose
vem crescendo devido a necessidade de atender aos portadores de IL e compensar as perdas
de mercado, resultantes da redugdo no consumo dos produtos tradicionais por esses
individuos (SANTOS et al., 2019). O mercado de laticinios sem lactose € 0 segmento de
crescimento mais rapido na inddstria de alimentos. Espera-se que os produtos sem lactose
alcancem um faturamento de € 9 bilhdoes em 2022 e continue a superar os derivados lacteos
tradicionais em geral, sendo o leite sem lactose, o principal responsavel na categoria de
laticinios (DEKKER et al., 2019).

A adesdo a uma dieta sem lactose gera um custo econdmico superior para 0S
intolerantes, uma vez que, os produtos sem lactose disponiveis no mercado apresentam precos
significativamente mais elevados que os a alimentos que contém teores de lactose normais na
composicao, portanto, é necessario considerar o custo durante a producdo desses alimentos de
modo a permitir sua aquisicdo pelos intolerantes (SURI et al., 2019). O preco € o fator mais
importante para as decisdes de compra do leite sem lactose, quando comparado ao leite com
teor normal de lactose, e embora crescente em popularidade entre os consumidores, ha poucas
pesquisas publicadas sobre leite sem lactose até o0 momento (RIZZO et al., 2020).

Estudo relacionado a atividade da beta-galactosidase na composicdo do leite sem
lactose bem como seus efeitos quimicos na qualidade deste tipo de leite conduzido por
Jansson et al. (2014), comprovaram que a lactase exibe sinais de protedlise. Além disso, 0s
autores observaram concentra¢fes mais elevadas de furosina e 2-metilbutanal no leite sem
lactose, indicando que esse tipo de leite € mais propenso a recdo de Maillard e outras reacdes
envolvendo acucares. O leite com lactose hidrolisada pode apresentar sabores da reacdo de
Maillard (cozido ou caramelizado) ndo presentes no leite tradicional e € menos estavel
quimicamente que este, devido a maior reatividade da glicose e da galactose em comparacao
com a lactose (CARULLI et al., 2011). Aumento no teor de proteinas, densidade relativa,
extrato seco total e desengordurado de leite com lactose hidrolisada também foi relatado em
pesquisa desenvolvida por Trevisan (2008).

A hidrolise da lactose do leite pode ser realizada antes ou ap0s o tratamento
térmico. Quando a lactase € adicionada antes do tratamento térmico, a enzima é desnaturada, e
0 processo de hidrdlise deve ser concluido em lotes, portanto, maiores quantidades de enzima

e tempos mais demorados sdo necessarios para garantir uma hidrolise adequada, ja quando a
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lactase é adicionada apds o tratamento térmico, a hidrélise ocorre dentro da embalagem ao
longo do tempo, durante o armazenamento e distribuicdo do leite processado e o nivel de
lactose residual é mais baixo. Entretanto, esse processo requer 0 uso de enzima asséptica, cujo
custo é mais elevado (HARJU et al., 2012). A hidrélise incompleta da lactose pode ser
ocasionada por tempo de reacdo ou dosagem enzimaética insuficientes, resultando em niveis
mais elevados de lactose residual (GARBALLO-RUBIO et al., 2018).

A escassez de dados relacionados a quantidade de lactose no rétulo dos alimentos
industrializados viola o direito fundamental do consumidor a informacdo, e
consequentemente, prejudica sua autonomia através da orientacdo nutricional recebida e a
liberdade de escolha quanto ao consumo desses produtos (BATISTA et al., 2018). Segundo a
Resolucdo n° 460 da ANVISA, os alimentos para dietas com restricdo de lactose sdo
classificados como isentos de lactose, quando contém quantidade desse agUcar igual ou
inferior a 100 miligramas por 100 gramas ou mililitros do alimento pronto para o consumo e
como alimentos com baixo teor de lactose, quando apresenta quantidade de lactose superior a
100 miligramas por 100 gramas ou mililitros e igual ou menor do que 1 grama por 100
gramas ou mililitros do alimento pronto para o consumo, devendo apresentar a declaracao
“isento de lactose”, “zero lactose”, “0% lactose”, “sem lactose” ou “ndo contém lactose”,
“baixo teor de lactose” ou “baixo em lactose”, proximo a denominagdo de venda do produto
(BRASIL, 2020).

O mercado dispoe de leites rotulados como “zero lactose” que ndo se enquadram na
legislacdo atual, portanto os fabricantes desses alimentos devem adequar sua producéo para a
obtencdo de leites que atendam as recomendacdes da legislacdo (VASCONCELOS et al.,
2020). Com o crescimento no mercado de produtos isentos de lactose para atender a um
publico com necessidades e restricGes alimentarias especiais, a necessidade de métodos
confidveis para determinacdo do teor final de lactose nestes produtos aumentou, tornado-se
uma determinag&o obrigatdria nas industrias (SILVA et al., 2020).

Os métodos analiticos disponiveis para a analise de lactose incluem polarimetria,
deteccdo por infravermelho médio, fotometria, gravimetria e titulometria (LIMA, 2017).
Entretanto, os produtos oriundos diretamente da hidrolise da lactose, bem como as moléculas
geradas a partir da glicose e galactose (oligossacarideos) atuam como interferentes para
quantificacdo da lactose utilizando esses métodos (FAI; PASTORE, 2015; GILLE et al.,
2018). Além disso, esses métodos analiticos ndo permite a diferenciagdo individual entre

carboidratos, ndo sendo, portanto, adequados para identificar a lactose em produtos
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alimenticios contendo diferentes actcares (MORLOCK et al., 2014; SRIVASTAVA et al.,
2014). Nesse sentido, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) além da lactose,
quantifica outros aclcares simultaneamente, sendo umas das técnicas mais recomendadas
(GALANT etal., 2015).

2.4 Propriedades do soro de leite

Segundo a legislagao brasileira, soro de leite ¢ “o liquido obtido apos a coagulacao do
leite, destinado a fabricacdo de queijos, caseina e/ou produtos similares. De acordo com a
acidez, pode ser classificado em dois tipos, soro de leite doce, onde a coagulacdo ocorre
principalmente pela acdo enzimatica, devendo apresentar pH entre 6,0 a 6,8 e soro de leite
acido, em que a coagulag¢do se produz por acidificagdo, e o pH deve ser inferior a 6,0”
(BRASIL, 2013). Segundo Costa et al. (2013), o soro é um liquido opaco, esverdeado, que
contém aproximadamente 55% dos sélidos presentes no leite integral, representando em torno
de 80 a 90% do volume de leite utilizado na fabricagéo de queijos.

Devido ao grande volume produzido, o tratamento do soro de leite torna-se
dispendioso e o poder poluente elevado (aproximadamente 100 vezes maior que do esgoto
doméstico). Se langado em cursos d’dgua sem nenhum tratamento reduz a vida aquatica
devido a elevada demanda bioldgica e quimica de oxigénio (50.000 mg / L e 80.000 mg / L,
respectivamente) e, quando descartado no solo, compromete as suas condi¢cdes fisico-
quimicas, diminuindo o rendimento da colheita (YEONG et al., 2015). Apesar de nos ultimos
anos, a legislacdo que trata da qualidade dos efluentes da industria de laticinios ter se tornado
mais rigorosa com relagdo ao destino deste subproduto na tentativa de preservar o meio
ambiente, metade do soro de leite produzido no Brasil ainda é descartado como residuo
(MORRIL et al., 2019). Lima et al. (2016b), contrastam bem esta realidade, comparando-a
com a de outros paises, indicando que, enquanto em paises desenvolvidos aproximadamente
95% do soro é empregado na indudstria alimenticia na formulacdo de produtos diversos, no
Brasil, apenas 50% do soro produzido é aproveitado com a mesma finalidade.

A composicdo do soro é varidvel e depende da origem e do processo de coagulagéo do
leite (BELHAMIDI et al., 2014). As proteinas do soro correspondem a 20% do total de
proteinas do leite, contendo especialmente duas proteinas principais, a f-lactoglobulina ¢ a a-
lactoalbumina, além de imunoglobulinas e lactoferrina. Em contraste com a caseina, essas

proteinas sdo sensiveis a desnaturacao pelo calor, de modo que o processamento térmico pode
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alterar sua funcionalidade (YEONG et al., 2015). Os principais minerais presentes sdo calcio
e fosforo, e as vitaminas A e B s&o as mais encontradas (SKRYPLONEK; JASINSKA, 2015).
As proteinas do soro contém elevado numero de fracGes peptidicas que, quando hidrolisadas,
apresentam provavel atividade bioativa, como efeito hipotensivo, antioxidante e
hipocolesterolémico (KOSSEVA et al., 2009). Apresentam elevado teor de aminoacidos
essenciais, especialmente os de cadeia ramificada, com diversas atividades bioldgicas
relacionadas a absorcao de nutrientes, facilitando o crescimento, desenvolvimento de érgéos
especificos além de conferir maior resisténcia a doencas (HERNANDEZ-LEDESMA et al.,
2011).

As proteinas do soro apresentam, ainda, diversas propriedades funcionais de interesse
tecnoldgico como capacidade de formacdo de gel, aumento da viscosidade, poder
emulsificante e capacidade de retengdo de agua, conferindo melhores caracteristicas sensoriais
aos produtos lacteos (COSTA et al., 2013). Além disso, as proteinas presentes no soro podem
estimular a multiplicacdo de culturas probidticas, tanto no produto acabado, quanto no trato
digestivo humano, apds o consumo (KROLCZYK et al., 2016).

O elevado potencial poluente associado ao valor nutricional e as propriedades
funcionais tem resultado em grandes esfor¢os para transformar a grande quantidade de soro de
leite gerado nos laticinios em produtos adequados para consumo (ROCHA et al., 2017).
Contudo, a elevada quantidade de agua presente neste derivado lacteo torna dispendiosa sua
desidratacdo bem como a elevada perecibilidade impossibilita 0 armazenamento prolongado
para conservacdo. Assim, a maioria das pesquisas direcionam seu aproveitamento aos
produtos em que se possa utilizd-lo na forma liquida (SIQUEIRA et al., 2013). Neste
contexto, a producdo de bebida lactea com a utilizacdo do soro de leite estd conquistando
espaco no mercado, especialmente, devido a simplicidade do processo e das excelentes
propriedades funcionais de suas proteinas (GAJO et al., 2016). No entanto, observa-se que
apenas 15% do volume total desse subproduto é destinado para essa finalidade (BATISTA et
al., 2015). Portanto, o desenvolvimento de bebidas lacteas probidticas de novos sabores pode

contribuir para seu aproveitamento.

2.5 Probioticos, beneficios e mecanismo de agéo

Probioticos sdao “micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficios a satide do hospedeiro” (HILL et al., 2014). O limite legal

para 0 consumo varia entre 0s paises, sendo que, algumas pesquisas indicam a quantidade
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minima aceitavel de 10°a 10’ UFC g™ para um consumo regular (SAH et al., 2016; BOSNEA
et al., 2017). No Brasil, para os produtos formulados com probidticos, os beneficios devem
ser comprovados através das alegacGes de propriedades funcionais aprovadas para a linhagem
utilizada, todavia, a confirmacéo dos beneficios a salide ndo é necessaria para a associacao de
probidticos cujas linhagens empregadas ja& apresentaram um beneficio anteriormente
comprovado (BRASIL, 2018).

Alguns requisitos foram estabelecidos para que um micro-organismo seja considerado
como probidtico para uso por humanos, dentre o0s quais, tolerdncia ao transito
orogastrointestinal incluindo concentracfes elevadas de &cido, bile, aderéncia a mucosa
gastrointestinal humana, deve ser de origem humana e seguro quanto a susceptibilidade a
antibidticos comuns, ndo possuir potenciais fatores de viruléncia e genes de resisténcia a
antibidticos (MORELLI; CAPURSO, 2012). Além disto, as cepas devem permanecer viaveis
no produto durante toda a vida util do mesmo, produzir substancias antimicrobianas bem
como apresentar atividade antagonista contra bactérias patogénicas (SHARMA et al., 2014).

Dentre os beneficios associados ao consumo de probioticos, destacam-se a melhor
absorcéo de determinados nutrientes dos alimentos e o aumento do valor nutricional do seu
valor nutricional, prevencdo de cancer de célon, aumento da resposta imune, reducdo de
diarreias, redugdo do colesterol sanguineo, alivio dos sintomas de intolerancia & lactose, de
alergias alimentares, dentre outras patologias (DUARTE et al., 2016). Os efeitos variam de
acordo com a cultura utilizada e a quantidade ingerida sendo que os mesmos efeitos, ndo
devem ser generalizados para todas as espécies (DE SIMONE, 2019).

O mecanismo de a¢do relacionado a reducdo de intolerancia a lactose esta associado a
fermentacdo desse carboidrato pelas bactérias probidticas presentes em produtos fermentados,
reduzindo a quantidade do dissacarideo, antes da ingestdo e/ou ainda, pela producdo da
enzima beta-galactosidase, pelas mesmas bactérias (no intestino), auxiliando a hidrolise da
lactose ap6s sua ingestdo. Ja a reducdo de diarreias e de outras doengas vinculadas ao trato
gastrointestinal estdo relacionadas a exclusdo competitiva, na qual as bactérias probidticas
possuem maior capacidade de captura, metabolizacdo de nutrientes e maior facilidade de
adesdo quando comparadas as patogénicas, prevalecendo sobre estas. Além disso, as bacterias
probidticas produzem agentes antimicrobianos, como o &cido latico, acético, perdxido de
hidrogénio e bacteriocinas, substancias responsaveis pela alteracdo do pH do meio,

concedendo um ambiente desfavoravel as bactérias patogénicas. O aumento da imunidade
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ocorre devido a ativacdo de macrdfagos, proliferacdo de células T e aumento da producédo de
imunoglobulinas, anticorpos e citocinas (WEDAJO, 2015).

Quanto a reducdo de alergias alimentares, 0 mecanismo de acdo estd pautado na
capacidade dos probidticos de induzir a quebra de proteinas com potencial alergénico no trato
gastrointestinal. O mesmo estd associado ao aumento do valor nutricional e absorcdo de
nutrientes, uma vez que estes micro-organismos sintetizam, além de proteinas e da lactose,
fibras insollveis, acidos graxos de cadeia curta e apresentam capacidade de produzir
vitaminas. J& 0 mecanismo através do qual atuam na prevencdo do cancer de c6lon ainda ndo
é completamente conhecido (WENDLING; WESCHENFELDER,2013).

Os mecanismos pelos quais alteram a concentracdo de colesterol no sangue
permanecem em estudo, mas algumas hipoOteses sdo propostas, dentre as quais, a mais
evidente é de que as cepas bacterianas sdo capazes de assimilar ou incorporar o colesterol a
sua membrana celular, tornando sua absorcdo indisponivel do intestino para a corrente
sanguinea (SUN; BUYS, 2015). Podem ainda melhorar a saide mental através do aumento da
disponibilidade de triptofano, precursor da serotonina (neurotransmissor responsavel pela
sensacdo de prazer e bem-estar) e pela inibicdo de citocinas pré-inflamatérias. Também sdo
indicadas como adjuvantes para o tratamento psiquiatrico de ansiedade e depressdo
(MOHAMMADI et al., 2016).

2.6 Viabilidade de probidticos em bebida lactea

Diversos fatores podem influenciar a viabilidade dos probidticos nos alimentos
durante a producdo, processamento e armazenamento, tais como caracteristicas da matriz
alimentar onde foi adicionado (pH, acidez titulavel, oxigénio molecular, atividade de agua,
presenca de sal, agUcar e produtos quimicos como peroxido de hidrogénio, bacteriocinas,
aromatizante artificial e corantes), parametros de processamento (tratamento térmico,
temperatura de incubagdo, materiais de embalagem, e condi¢cbes de armazenamento) e
parametros microbiologicos (cepas de probioticos, taxa e proporcdo de inoculagéo)
(TRIPATHI; GIRI 2014). Geralmente as cepas probidticas utilizadas na obtencéo de produtos
lacteos multiplicam-se lentamente no leite, pois apresentam atividade proteolitica reduzida,
podendo estender o tempo de fermentacdo. Assim, é pratica comum o uso de Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus associados a essas culturas

visando acelerar o processo de fermentagdo (SULE et al., 2014).
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Bebida lactea fermentada ¢ definida como “o produto resultante da mistura de leite (in
natura, pasteurizado, esterilizado, UHT, reconstituido, concentrado, em p0, integral,
desnatado, semidesnatado e/ou parcialmente desnatado) e soro de leite (liquido, concentrado
e/ou em pd), fermentado mediante a acdo de micro-organismos especificos e/ou de leite (S)
fermentado(s), adicionado ou ndo de produto(s) ou substancia(s) alimenticia(s), gordura
vegetal e outros produtos lacteos, onde a base lactea representa pelo menos 51% (cinquenta e
um por cento) massa/massa (m/m) do total de ingredientes. Tais produtos ndo podem ser
submetidos ao tratamento térmico apds o processo de fermentacdo e a contagem total de
bactérias laticas viaveis deve ser no minimo de 10° UFC g™ durante todo o prazo de validade
do produto” (BRASIL, 2005).

A bebida lactea fermentada caracteriza-se como uma fonte nutricional importante
devido a presenca de proteinas, minerais e vitaminas presentes tanto no soro, quanto no leite.
Além disto, a cultura latica utilizada no processo fermentativo, melhora a digestao e auxilia na
defesa contra bactérias patogénicas no intestino (GOMES et al., 2013). Essas bebidas vem
assumindo uma posicdo de destaque no mercado mundial de laticinios em virtude do baixo
custo de producéo e precos acessiveis (SILVEIRA et al., 2015). Ademais, existe um aumento
da demanda por bebidas lacteas probidticas e a viabilidade dessas culturas tem sido
investigada (SHORI, 2016).

O potencial comercial de bebida lactea probidtica de soro de queijo com e sem a
adicdo de polpa de acai foi avaliada por Zoellner et al. (2009), que verificaram que a
formulacdo sem a adicéo da polpa mostrou reducdo de um ciclo log (10°- 10° UFC mL™) na
contagem do Lactobacillus acidophilus LA-14 ap6s 21 dias de armazenamento, enquanto a
bebida com adicdo de polpa apresentou contagens significativamente mais elevadas (107 - 10°
UFC mL™) para a mesma cepa, sugerindo a influéncia da polpa na viabilidade da cultura
probidtica. J& na avaliacdo de bebidas lacteas caprinas fermentadas com cultura tradicional
(Streptococcus thermophilus T-40) e probiotica adicionadas de polpa de goiaba e polpa de
graviola com e sem galactomanana hidrolisada a partir de sementes de Caesalpinia
pulcherrima (PHGM), Buriti et al. (2014) constataram que a utilizagé&o da polpa adicionada ou
ndo de PHGM ndo influenciou significativamente na viabilidade de Lactobacillus rhamnosus
Lr-32, que manteve valores variando de 7,99 — 8,18 log UFC mL™ durante 21 dias de
armazenamento.

Em pesquisa conduzida por Castro et al. (2013), referente ao desenvolvimento de seis

diferentes formulacdes de bebidas lacteas saborizadas com preparado de morango, variando

30



apenas a concentracdo de soro de leite (0, 20, 35, 50, 65 e 80%), os autores verificaram que
esse ingrediente ndo interferiu na viabilidade do Lactobacillus acidophilus LA-14, enquanto
Ramos et al. (2013) desenvolveram formulacbes de bebida lactea saborizada com polpa de
caja, fermentada com cultura starter e probiotica e observaram viabilidade para Lactobacillus
acidophilus LA-5 e Streptococcus thermophilus com valores variando entre 11,6 a 10,2 log
UFC mL™ e 8,9a11 log UFC mL™, respectivamente, durante 28 dias de armazenamento.

Em investigacdo sobre o comportamento da cultura probidtica utilizada em bebida
lactea com adigdo de extrato hidrossolivel de soja, Fiorentini et al. (2011) verificaram uma
reducéo do Lactobacillus acidophilus LA-5 de 7,65 para 6,23 log UFC mL™ de durante 28
dias de armazenamento. J& Andrade et al. (2019) avaliando diferentes formulacGes de bebida
lactea com adicdo de polpa de maméo e laranja utilizando a mesma cepa probidtica, relataram
reducéo na contagem de Lactobacillus acidophilus LA-5 de 8,12 para 7,88 log UFC mL™ na
primeira semana de armazenamento.

Estudo relativo ao desenvolvimento de bebida lactea ndo fermentada com cacau em po
utilizando culturas probidticas liderado por Taheri et al. (2019), confirmaram que o L.
paracasei (L.casei 431) e Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC53103) apresentaram reducao
significativa nas populagfes celulares durante sete dias de armazenamento, todavia, as
contagens viaveis de ambas mantiveram-se acima de 6,00 log UFC mL™.

Verifica-se, assim, que a manuten¢do da cultura probidtica em bebida lactea é bastante
variavel e a maioria dos estudos relacionados ao desenvolvimento desse tipo de produto nédo
abordam a utilizagdo do L. paracasei na forma isolada ou associada a outras culturas
probidticas, tradicionais e/ou prebidticos na elaboracdo de bebida lactea fermentada.
Trabalhos referentes ao desenvolvimento de bebida lactea caprina isenta de lactose saborizada

com frutos tropicais, utilizando esta cultura até 0 momento também néo foram relatados.

2.6.1 Lacticaseibacillus paracasei

O género Lactobacillus constitui 0 maior grupo entre as bactérias laticas (LAB) e
provavelmente € 0 mais utilizado como probiotico em uma variedade de alimentos, incluindo
produtos lacteos fermentados (GUEIMONDE et al., 2013). L. paracasei pertence a familia
homofermentativa de bactérias laticas que convertem quase quantitativamente glicose em
acido latico. O grupo dessa cepa probidtica compreende também as especies L. casei e L.
rhamnosus (DI CERBO; PALMIERI, 2013). S0 bactérias Gram-positivas, ndo formadoras

de esporos, habitantes comuns do trato intestinal humano. Naturalmente sdo encontradas em
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produtos alimenticios variados, sendo utilizadas principalmente na producdo de leites e
queijos fermentados (BALZARETTI et al., 2017).

Produtos fermentados a partir de L. paracasei, apresentam diversos efeitos benéficos
para uma variedade de patologias, atuando na prevencdo de infecgdes, lesbes na mucosa
gastrica, alivio de alergias, reducdo no acumulo de gordura, apresentam efeito
hipocolesterolémico, anti-hipertensivo e contra a osteoporose (LIN et al., 2017), propriedades
antimutagénicas, antioxidantes e anticancerigenas também foram relatadas (PIMENTEL et
al., 2015). Lee et al. (2017) examinaram o impacto do consumo de iogurte com cepas de L.
paracasei (LC431) por 12 semanas na fungdo imunoldgica de um grupo de idosos e
constataram efeitos imunoestimuladores, sugerindo o consumo diario do produto, enquanto
Nocerino et al. (2017) avaliaram por 3 meses, 0s efeitos da suplementacdo com leite
fermentado por L. paracasei (CBA L74) para um grupo de criancas na faixa etéria entre 12 a
14 meses e confirmaram a eficécia do suplemento probidtico na reducdo da incidéncia de
doencas respiratorias e do trato gastrointestinal. Pedersen et al. (2011) também confirmaram
os efeitos clinicos associados ao consumo de iogurte com L. paracasei (F19) em pacientes
com sindrome do intestino irritavel (S1I) por 8 semanas.

O consumo de leite fermentado por L. paracasei (NCC2461) foi avaliado por Perrin et
al. (2014), que relataram sua eficacia em comparagdo ao consumo de leite fermentado por
Lactobacillus acidophilus (ATCC SD5221) e Bifidobacterium lactis (ATCC SD5219) em
pacientes com rinite alérgica tratados por quatro semanas. Ja Pu et al. (2017) avaliaram 0s
efeitos clinicos do consumo de iogurte suplementado com uma cepa de L. paracasei (N1115)
isolada contra a infeccdo aguda do trato respiratorio de idosos e pessoas de meia-idade, e
confirmaram seus efeitos benéficos.

A reducdo do colesterol total e das concentraces do colesterol LDL foram
confirmadas por Trautvetter et al. (2012) em um grupo de adultos moderadamente
hipercolesterolémicos, apds o consumo de iogurte contendo L. paracasei (LPC37) por quatro
semanas.

Outras pesquisas realizadas comprovaram ainda os efeitos clinicos associados ao
consumo de leites fermentados com cepas de L. paracasei a curto e longo prazo na saude
bucal, combatendo micro-organismos responsaveis pelas lesbes e carie dentaria
(RITTHAGOL et al., 2014; TEANPAISAN; PIWAT, 2014; TEANPAISAN et al., 2015).

Além dos beneficios relacionados a prevencdo e ao tratamento de doencas, a adi¢do de

L. paracasei tem sido referenciada pela capacidade de produzir exopolissacarideos (EPS), que
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podem atuar como agentes espessantes, estabilizantes, emulsificantes e gelificantes,
melhorando a estabilidade e a textura de produtos lacteos fermentados (PIMENTEL et al.,
2012). Baseados nisto, Lazaridou et al. (2014) avaliaram a estrutura e cinética de um leite
fermentado com adicdo de L. paracasei (B117), e observaram que a inclusdo da cepa
probidtica no iogurte conjuntamente com a cultura iniciadora aumentou a taxa de gelificagdo
das proteinas, sem alterar a resisténcia do gel do produto final.

O desenvolvimento de iogurtes com a adicdo da cultura tradicional associada ao
Lactobacillus acidophilus (ATCC 4356), Lactobacillus casei (ATCC 393) e L. paracasei
(ATCC BAADS52) fortificados com p6 da casca de abacaxi foi relatado por Sah et al. (2016),
que avaliaram as propriedades fisico-quimicas e reologicas durante 28 dias, relatando
resultados satisfatorios, atribuidos especialmente a adicdo do po, sobretudo, com relacdo a
reducdo do tempo de fermentacéo, contudo, a viabilidade das culturas utilizadas no inicio e/ou
durante o armazenamento refrigerado ndo foi investigada.

Diferentes formulagdes de iogurte fermentado com L. paracasei (L. casei 01) foram
avaliadas por Pimentel et al. (2012), que observaram que a adi¢do do probidtico melhorou a
textura, sinerese e capacidade de retencdo de agua do produto, mantendo a viabilidade do
probidtico durante 28 dias de armazenamento, com contagens em torno de 8 log UFC mL™
compativel com a cultura iniciadora do iogurte.

Outros estudos abordam ainda, a utilizacdo com éxito de L. paracasei em produtos
lacteos como queijo Coalho (BEZERRA et al., 2016), queijo Cheddar (DESFOSSES-
FOUCAULT et al., 2014), queijo Mugcarela (ORTAKCI et al., 2012), sobremesa a base de
leite (VALENCIA et al. 2016) e em produtos ndo lacteos e ndo fermentados como suco de
maca (PIMENTEL et al., 2015), e mais recentemente, em sucos de laranja (COSTA et al.,
2017). Porém, sua utilizacdo até o momento ndo foi reportada em bebida lactea caprina isenta

de lactose com adicdo de polpa de jambo.

2.7 Jambo vermelho - Syzygium malaccensis

O género Syzygium é composto por 500 espécies distribuidas principalmente no
continente americano. O jambeiro vermelho (Syzygium malaccensis) € uma fruteira nativa da
india e Malasia, pertencente a familia Myrtaceae, da qual, diferentes partes da planta sdo

utilizadas para consumo e fins medicinais (LI et al., 2015). Em virtude da facilidade de
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cultivo e condigBes climéticas favoraveis, vem atingindo uma expansdo significativa no
Brasil, principalmente nas regides Sudeste, Norte e Nordeste (NUNES et al., 2016).

O inicio do periodo de frutificacdo do jambeiro varia de cinco a seis anos quando
propagado por sementes e de trés a quatro anos quando propagado vegetativamente
(ALMEIDA et al., 2010). Podendo atingir entre 12 e 15 m de altura, apresenta tronco reto e
copa densa, com forma piramidal e ramificacdo abundante, entre o periodo de agosto a
fevereiro o jambeiro recobre-se de flores vermelhas caracterizando seu aspecto ornamental e a
safra ocorre de janeiro a maio (OLIVEIRA et al., 2010).

Os frutos (Figura 1) s&o piriformes e carnosos, sendo o epicarpo liso e de coloragédo
variando de rosa a vermelho escuro, de acordo com o estadio de maturacao e/ou colheita O
mesocarpo e 0 endocarpo sdo esbranquicados, suculentos e correspondem a polpa, além disto,
os frutos sdo constituidos por uma Unica semente (BATISTA et al., 2016). Pesam em media,
36 g, com massa da polpa de 28 g, e apresentam 7,0 cm de comprimento e 5,0 cm de largura
(AUGUSTA et al., 2010).

Figura 1- Jambo vermelho.

Semente Mesocarpo e endocarpo Epicarpo

Fonte: Arquivo pessoal

34



A composicdo dos frutos sofre variagcbes em funcdo das condigdes climaticas, tipo de
solo, estadio fisioldégico de maturacdo, dentre outros fatores. Mesmo com estas variacoes,
estudos referentes a caracterizacdo do jambo vermelho das regifes Sudeste e Nordeste do
Brasil realizadas por Batista et al. (2016) e Nunes et al. (2016) reportaram quantidades de
antocianinas 12,90 e 12.179,49 mg cianidina 3 - glicosideo 100g™, de compostos fendlicos
totais de 14,81 e 146,62 mg EAG 100 g*, e atividade antioxidante de 674,75 g L™ e 25,92
umol TE g*, respectivamente. A maioria dos compostos bioativos e da capacidade
antioxidante desse fruto concentra-se na casca (VUOLO et al., 2019).

Os compostos bioativos identificados até o momento no jambo vermelho foram
antocianinas (cianidina 3,5-diglicosideo, cianidina 3-glicosideo, peonidina 3-glicosideo),
seguido de epicatequina, catequina, procianidina A2, B1 e B2, alguns &cidos (benzoico e p-
cumarico) e flavonois (rutina, quercetina e isoquercitrina), dentre os quais, a cianidina 3 -
glicosideo é o composto majoritario presente (GIBBERT et al., 2017; BATISTA et al., 2020).
Ja os componentes volateis encontrados, responsaveis pelo aroma dos frutos foram: alcool
isobutil, hexanal, alcool butil, 3-butanol, hexan-i-ol, cis-linalool 6xido, trans-linalool 6xido,
linalool, geranil, benzil alcool, 2-fenil-etil-alcool, cinamaldeido, 3-fenil-1-propanol e
cinnamilalcool (AUGUSTA, 2010).

A polpa do jambo vermelho foi caracterizada como um produto &cido (pH 3,16) de
umidade elevada (91,6%) com teores consideraveis de fibras (3,9 g 100g ™) e de carboidratos
(28, 21 g 100g %), com valores de 7,1, 4,3 e 2,8 g 100 g-1 de agticares totais, redutores e nao
redutores, respectivamente e teores de 0,73 g 100g " de proteinas; 0,36 g 100g ™ de cinzas e
0,09 g 100g * de lipideos (ALMEIDA, 2011). Teores elevados de vitamina A (400 UI),
retinol (25 mg 100g %), calcio (26 a 29 mg 100g ), fésforo (13 a 37 mg 100g ™) e de 4cido
ascorbico (34, 26 a 69 mg 100g ) também foram destacados (NUNES, 2015). Além destes
compostos, os frutos do jambeiro destacam-se pela coloragdo atrativa, sabor e aroma exéticos,
sendo indicados, sobretudo como fonte potencial para producdo de corante e antioxidante
natural (AUGUSTA et al., 2010). O fruto apresenta ainda caracteristicas adequadas para
industrializagdo na forma de polpa congelada. No entanto, nas regies produtoras, é utilizado
apenas para consumo direto, o que promove um grande desperdicio na época da safra, em
virtude da elevada producdo e reduzida vida atil dos frutos e da escassez de informagdes
relacionadas a viabilidade tecnolégica para sua industrializacdo (AUGUSTA et al., 2013).

E possivel encontrar ainda, trabalhos que abordam o consumo do jambo vermelho

além da forma in natura, na elaboracdo de produtos com caracteristicas artesanais, tais como
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néctares, xaropes, sucos, purés e geléias (SANTOS et al., 2016). No entanto, pesquisas
pertinentes ao aproveitamento dos frutos na forma de polpa e sua aplicacdo na formulacéo de
produtos lacteos, tais como bebidas lacteas, ainda ndo foram relatadas até o momento,

instigando pesquisas com esta finalidade.

36



3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em trés diferentes etapas conforme descrito a

sequir.

12 ETAPA: O leite caprino com lactose hidrolisada foi obtido e submetido as analises
microbioldgicas e fisico-quimicas. Também nesta etapa, o soro de leite caprino foi obtido a
partir da fabricacdo de queijo de coalho e a lactose desse subproduto foi removida.

22 ETAPA: As polpas de jambo vermelho foram obtidas e submetidas aos métodos de
congelamento e liofilizacdo e em seguida, caracterizadas através de analises microbioldgicas e
fisico-quimicas.

3% ETAPA: As formulacGes de bebida lactea probiodtica, com excecdo da amostra
controle (F0), foram elaboradas variando-se a concentracdo de leite caprino isento de lactose e
polpa de jambo vermelho congelada (F1, F2 e F3) e liofilizada (F4, F5 e F6). Posteriormente,
as bebidas foram submetidas as andlises microbioldgicas, fisico-quimicas e sensoriais em

diferentes intervalos de tempo (1,7,14, 21 e 28 dias).

12ETAPA

3.1 Obtencao do leite caprino

O leite caprino in natura foi adquirido no setor de caprinocultura da Unidade
Académica Especializada em Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte (EAJ/UFRN), localizada no municipio de Macaiba, regido metropolitana de Natal-RN.
Em seguida, foi transportado para o Laboratério de Processamento de Laticinios da mesma
unidade, onde foi homogeneizado com espatula de polipropileno, filtrado em tela de nylon (18
x 29 x 16 cm), pasteurizado a 75 °C/15 s e resfriado até duas diferentes temperaturas, 10 e 30
°C, e dividido em porcdes de 400 mL que foram adicionadas de 0 (controle); 0,04%; 0,07% e
0,20% (v/v) de bet-galactosidase, proveniente da levedura Kluyveromyces lactis, com
atividade de lactase de 50. 000 ONPGUg™ (Prozyn, S&o Paulo, Brasil), conforme etapas

apresentadas na Figura 1.
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Figura 2 — Fluxograma de obtencéo do leite caprino com lactose hidrolisada
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Analises microbiol6gicas e fisico-quimicas

As porcOes de leite caprino adicionadas de lactase (Figura 1) foram armazenadas em
estufa por cinco horas, nas mesmas temperaturas e, em intervalos de uma hora, amostras
representativas de 400 mL foram retiradas e submetidas ao tratamento térmico a 85 °C, para

inativacdo enzimatica e imediatamente resfriadas a 20 °C.
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3.1.2Producéo do queijo de coalho caprino e obten¢do do soro

O queijo de coalho caprino também foi produzido com o leite caprino in natura obtido

na mesma unidade (EAJ-UFRN). Para tanto, conforme descrito na Figura 2, o leite caprino in

natura foi filtrado em tela de nylon (18 x 29 x 16 cm), pasteurizado (65 °C / 30 min),

resfriado a 37 °C e adicionado da enzima coagulante (quimosina de origem animal) (Naturen,

Valinhos, Sdo Paulo, Brasil) seguindo-se a recomendacdo do fabricante. O leite caprino

adicionado da quimosina foi entdo homogeneizado e permaneceu em repouso por 40 min. Em

seguida, procedeu-se o corte da coalhada e as etapas de mexedura sobre aquecimento a 45 °C,

seguida de repouso (20 min) para auxiliar na remocéo do soro, que foi imediatamente retirado

e a massa obtida, adicionada de 0,8% de cloreto de sodio e transferida para formas

apropriadas para queijo de coalho, sendo posteriormente prensadas.

Figura 3 — Fluxograma de obtencdo do queijo de coalho
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As melhores condigdes empregadas para obtencdo do leite caprino isento de lactose

(0,07% de lactase e incubacdo a 10 °C/5 h) foi utilizada para a obtencdo do soro caprino com

lactose hidrolisada, conforme descrito no Fluxograma 3 a seguir. Iniciamente o soro de leite
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caprino obtido durante a producdo do queijo de coalho foi filtrado em tela de nylon (18 x 29 x
16 cm), pasteurizado a 65 °C, resfriado a 10 °C e adicionado de 0,07% de lactase. Em seguida, o
soro caprino com a lactase adicionada foi incubado nas mesmas condicdes de temperatura (10
°C) por 5 h. Trancorrido esse tempo, a lactase foi inativada (65 °C / 30 min) e 0 soro caprino
com lactose hidrolisada foi resfriado, a lactose determinada e atestada sua auséncia, 0 soro
isento de lactose obtido foi utilizado nas formulacdes de bebidas lacteas caprinas probioticas

com adicéo de polpa de jambo.

Figura 4— Fluxograma de obtencéo do soro de leite caprino com lactose hidrolisada
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lactose hidrolisada de lactose
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Determinacéo da lactose

A lactose do leite caprino e soro caprino adicionado de beta-galactosidase foi
determinada ap6s o periodo de 5 h de hidroélise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), conforme método proposto por Burgner e Feinhberg (1992). Foi utilizado um
cromatografo liquido marca Agilent Technologies (Infinity 1260, EUA) com amostrador
automatico (injecdo de 20 L), sistema quaternario de solventes, forno de coluna e detector

ELSD. As condigdes cromatogréficas foram: coluna Zorbax Carboidrato (4,6 mm ID x 250

40



mm) 5 um; temperatura da coluna 30 °C; fase movel acetonitrila:agua (80 : 20) com fluxo de
1,1 mL / min; volume de injecdo 20 pL; temperatura de nebulizagdo: 50 °C; temperatura de

evaporacéo: 80° C.

3.1.3Analises microbiolodgicas do leite caprino com lactose hidrolisada

As amostras de leite caprino pasteurizado (controle) e adicionadas de lactase,
acondicionadas a 10 °C e 30 °C pelo periodo de cinco horas, foram submetidas as analises
indicadas pela legislagdo para leite caprino pasteurizado (coliformes a 30 / 35 °C mL™" e
termotolerantes, Salmonella spp 25 mL™ e microrganismos aerébios meséfilos (UFC mL™)
(BRASIL, 2018). As anélises foram realizadas segundo metodologia descrita pela American

Public Health Association (APHA, 2001), conforme descrito a seguir.

Coliformes totais e termotolerantes

Para as andlises de coliformes totais e termotolerantes, aliquotas de 25 mL do leite
caprino com lactose hidrolisada e/ou controle foram diluidas em 225 mL de &gua peptonada
tamponada, realizando-se posteriormente duas diluicdes seriadas (107 e 10). Com o auxilio
de uma pipeta, inoculou-se um 1 mL de cada diluicdo em uma série de nove tubos contendo
uma solucdo de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) com tubos de Durham invertidos. Apds
incubacdo a 35 °C por 48 h, verificou-se se houve a turvacdo do meio ou a producdo de gas,
uma vez positivo, semeou-se uma alcada do caldo presente em tubos contendo Caldo Verde
Brilhante 35°C por 48 h para a confirmacao de coliformes totais e em tubos contendo caldo E.
Coli (EC) incubados a 45 °C por 48 h para determinacdo de coliformes termotolerantes
(APHA, 2001).

Microrganismos aerdbios mesofilos
Aliquotas de 25 mL do leite caprino com lactose hidrolisada e/ou da amostra controle
foram diluidas em 225 mL de agua peptonada e em seguida as diluicdes seriadas (107 e 107%)

foram realizadas. Posteriormente, 1 mL das respectivas diluicdes foram inoculados em placas

estéreis, seguido da adicdo de Agar Padrdo para Contagem (PCA) previamente fundido e
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resfriado a 45°C. As placas foram incubadas a 36+1 °C por 48 h. Apds esse periodo, realizou-

se a contagem do numero de unidades formadoras de col6nias (APHA, 2001).

Salmonella spp.

Para execucao dessa analise, aliquotas representativas de 25 mL do leite caprino com
lactose hidrolisada e/ou controle foram diluidas em 225 mL de caldo lactosado, seguido de
incubacdo por 20 h a 35 °C. Em seguida, volumes de 1 mL dessa dilui¢do foram transferidos
para dois diferentes meios de enriquecimento, caldo selenito cistina (SC) e caldo tetrationato
(TT), e incubados por 24 h a 43 °C. Ap0s este procedimento, realizou-se o plagueamento em
meio de cultura Agar Verde Brilhante (VB) e Agar Salmonela diferencial (SD), durante 24 h a
35 °C. Por fim, verificou-se a formacdo de colbnias tipicas de Salmonella para posterior
confirmagao através de provas bioquimicas em meios Agar Lisina Ferro (LIA) e Agar Triplice
Acucar Ferro (TSI) (APHA, 2001).

3.1.4Andlises fisico-quimicas do leite caprino com lactose hidrolisada

Aliquotas representativas de 400 mL do leite com lactose hidrolisada foram analisadas
em intervalos de uma hora, quanto ao pH (AOAC 947.05), pela leitura direta das amostras em
potenciémetro digital modelo Q400AS (Quimis, Diadema, Sdo Paulo, Brasil), previamente
calibrado com soluc¢des tampéo (pH 4,0 e 7,0) e a acidez titulavel (AOAC 920.124) (AOAC,
2000) foi determinada titulando-se 10 mL das amostras com solucdo de hidréxido de sédio
0,1 N padronizada, utilizando-se a fenolftaleina 1,0% como indicador, até o ponto de viragem.
A crioscopia foi avaliada transferindo-se 2,5 mL das amostras para a célula de medicdo do
crioscopio eletronico digital (Modelo MK 540 Flex, Brasil) e o grau de hidrélise, determinado
por meio de célculo estequiométrico, conforme metodologia utilizada por Moreira et al.
(2009).

Ap0s cinco horas de hidrélise, os parametros densidade relativa, proteinas, caseina,
gordura, extrato seco total e desengordurado foram avaliados pelo método espectroscopico no
infravermelho, utilizando-se o equipamento Bentley 2000 (DairySpec FT, EUA). Para tanto,
40 mL do leite caprino com lactose hidrolisada foi transferido para a cubeta e introduzido no
equipamento. O leite caprino pasteurizado sem adicao da lactase (controle) foi submetido as

mesmas analises.
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22ETAPA

3.2 Obtencao do jambo vermelho e das polpas

Os frutos foram colhidos manualmente em estagio fisioldgico de maturacdo completo
(considerando a coloracdo da casca vermelha intensa), na safra de fevereiro de 2017, em
jambeiros vermelhos, diretamente no campo da Unidade Académica Especializada em
Ciéncias Agréarias da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (EAJUFRN). Em
seguida, os frutos acondicionados em contentores de plastico foram transportados para a
Unidade de Frutas e Hortalicas da EAJ/JUFRN, onde foram higienizados em agua corrente,
sanitizados em agua clorada a 100 ppm por 15 min, secos a 28+1°C, e pesados, conforme
etapas descritas na Figura 4. Posteriormente, cerca de 42,5 kg de frutos sofreram corte
longitudinal para remocdo da semente, foram fracionados com casca (forma aproximada de
retdngulos de aproximadamente 4,5 cm) e despolpados em despolpadeira de frutas semi-
industrial Modelo 0,25 dF (ltametal, Itabuna, Bahia, Brasil) com peneira de 1,5 mm de
diametro. A polpa obtida (30,0 kg) foi pesada, dividida em duas porcBes, uma sendo
encaminhada para liofilizacdo, e outra acondicionada em embalagens de nylon-polietileno de
150 g e submetida ao congelamento lento em freezer horizontal (Eletrolux, S&o Paulo, Brasil)
a-18 +1°C.

Figura 5 — Fluxograma de obtencédo da polpa de jambo congelada e liofilizada
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A polpa liofilizada foi obtida dispondo-se 100 g da polpa de jambo fresca em bandejas
de aco em inox de 18 cm e acondicionando a -18 °C/48 h. Apds congelamento, as bandejas
foram transferidas para o liofilizador modelo LT 1500 (Terroni, Sdo Carlos, S&o Paulo,
Brasil), em sala isolada e condigdes controladas (ambiente refrigerado a 16°C na auséncia da
luz). As condicdes de operacao do processo foram: temperatura de -30 °C por tempo de 48 h,
velocidade constante de 1mm/h, vacuo variando de 80 pHg até 200 puHg. Os pos obtidos
foram acondicionados em embalagens de nylon-polietileno, selados a vacuo, e em seguida
acondicionados em embalagens metalizadas, onde foram armazenados em temperatura

ambiente (28 £1 °C) ao abrigo da luz, para analises posteriores.

3.2.1Anélises microbioldgicas das polpas de jambo

As polpas foram submetidas as andlises em triplicata de coliformes totais,
termotolerantes, bolores e leveduras e de Salmonela sp (APHA, 2001), conforme descrito a

sequir.
Coliformes totais, termotolerantes e Salmonella sp.

As analises de coliformes totais, termotolerantes e de Salmonela sp foram realizadas
conforme descrito no item 3.1.3.
Determinacéo de bolores e leveduras

Foi realizada através da técnica de plagueamento em superficie utilizando-se como
inoculo 0,1 mL das diluigdes decimais e como meio de contagem 0 agar Batata Dextrose

(PDA) incubado a 25 + 1 °C por 72 h. Ap6s o término do periodo de incubagéo, verificou-se a

formacéo de unidades formadoras de col6nias, e realizou-se a contagem (APHA, 2001).
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3.2.2 Andlises fisico-quimicas da polpa de jambo

As polpas foram submetidas as andlises de acidez titulavel (AOAC 942.15), pH
(AOAC 947.05), solidos soluveis totais (AOAC 932.12), acucares redutores (AOAC 923.09),
umidade (AOAC 934.06), cinzas (AOAC 940.26), teores de lipideos (AOAC 920.39),
proteinas (AOAC 960.52) e de &cido ascorbico (AOAC 967.21) (AOAC, 2000). A analise de
atividade de agua foi realizada em medidor AQUALAB modelo CX2 (Decagon Devices,
Washington, EUA) segundo as recomendacfes do fabricante. Analises de solubilidade
(CANO-CHAUCA et al.,2005) e higroscopicidade (LOPEZ-CORDOBA et al., 2014) foram
realizadas apenas na polpa liofilizada.

As anélises de compostos fenolicos totais (OBANDA et al., 1997), flavonoides
amarelos (FRANCIS, 1982) e antocianinas monomeéricas totais (GIUSTI; WROLSTAD,
2001) foram realizadas apds a obtencdo dos extratos com diferentes tipos de solventes: agua
destilada, metanol e etanol PA (Neon, Sdo Paulo, Brasil) e &cido cloridrico PA (Vetec, Duque
de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil), enquanto a atividade antioxidante (BRAND-WILLIAMS et
al., 1995) foi realizada apenas nos extratos hidroetanolicos e as analises de carotenoides totais
foram realizadas apds extracdo com acetona PA (Anidrol, Diadema, Sdo Paulo, Brasil)
(LICHTENTHALER; BUSCHMANN, 2001). Todas as analises foram realizadas em
triplicata.

Acidez titulavel

A acidez titulavel foi determinada pela diluicdo de 1,0 g da polpa congelada e/ou
liofilizada em 50 mL de &gua destilada titulando-se a amostra com solugdo de hidroxido de
sodio 0,1 N padronizada, utilizando-se a fenolftaleina 1,0% como indicador. A titulagéo foi
interrompida quando o pH atingiu 8,3. Os resultados foram expressos em mg acido citrico

100g™ (AOAC, 2000).

pH
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O potencial hidrogenidnico (pH) foi mensurado em potencidbmetro digital modelo
Q400AS (Quimis, Diadema, Sao Paulo, Brasil), previamente calibrado com soluc¢des tampéao
(pH 4,0 e 7,0), apos diluicdo de 1,0 g da polpa liofilizada em 10 mL de agua destilada. Para a
polpa congelada, a leitura foi realizada diretamente na amostra, sem realizar diluicdo (AOAC,
2000).

Sélidos Soluveis Totais

Para execucdo desta andlise, 1,0 g de polpa liofilizada foi diluida em 10 mL de agua
destilada. Ap6s homogeneizacao, uma aliquota foi transferida para o prisma do refratbmetro
manual portatil, previamente calibrado com &gua destilada. A leitura das amostras foi
realizada na escala do aparelho e corrigidas para a temperatura de 20°C, com auxilio de uma
Tabela de conversdo. Os conteudos de solidos solUveis totais foram expressos em °Brix. Na
polpa congelada, a leitura foi realizada diretamente no refratdmetro, sem a necessidade de
diluigdo (AOAC, 2000).

Acucares redutores
Foram determinados pelo método de Fehling, ap6s diluicdo de 10g da polpa congelada

e 1,0g da polpa liofilizada em 100 mL de agua destilada. Os resultados foram expressos em
mg de acUcares redutores 100g™ de amostra (AOAC, 2000).

Acido ascorbico
A determinacdo do &cido ascorbico foi realizada apds diluicdo de 5,0g da polpa
congelada e 1,0g da polpa liofilizada em 50 mL de acido oxalico a 2% e titulacdo com

solugéo de DCFI (2,6 diclocro-fenol-indofenol 0,02%) (AOAC, 2000).

Umidade
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A determinacdo da umidade foi realizada pelo método gravimétrico, ap6s pesagem de
5,0 e 1,0 g da polpa congelada e liofilizada respectivamente, e secagem em estufa Modelo
Q317M (Quimis, Sao Paulo, Brasil) a 70°C por 6h (AOAC, 2000).
Cinzas

Os teores de cinzas foram determinados a 550°C por 8h em forno de mufla (Quimis,

Séo Paulo, Brasil). Para tanto foram utilizados 5,09 da polpa congelada e 1,0g da polpa
liofilizada (AOAC, 2000).

Atividade de 4gua (aw)

A analise de atividade de agua das polpas foi realizada em medidor AQUALAB

modelo CX2 (Decagon Devices, Washington, EUA) segundo as recomendac6es do fabricante.

Lipideos

Os lipideos foram determinados pelo método de Bligh e Dyer, utilizando-se 2,5g da

polpa liofilizada e congelada respectivamente (AOAC, 2000).

Proteinas

O teor proteico foi determinado pelo método de Kjeldahl, utilizando-se 2,5g da polpa

liofilizada e congelada respectivamente (AOAC, 2000).

Solubilidade

A solubilidade da polpa liofilizada foi determinada conforme metodologia
descrita por Cano-Chauca et al. (2005). O método consistiu em dissolver 1,0 g da amostra em

100 mL de &gua destilada sobre agitacdo de 2500 rpm em agitador magnético por 5 min. Em
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seguida, a solucéo foi transferida para um tubo Falcon e centrifugada a 3000 rpm por 5 min.
Uma aliquota do sobrenadante (25 mL) foi transferida para um cadinho de porcelana,
previamente pesado e em seguida, submetido a secagem em estufa a 105°C por 6h. O
percentual de solubilidade foi calculado a partir da diferencga entre o peso final e o inicial do
material no cadinho, conforme a Equagéo 1:

Solubilidade (%) = [(D-B)*(100+A)] *100/ [(C-B)*A] (Eq. 1)

Onde:
A = massa da polpa liofilizada (g); B = massa do cadinho vazio (g); C = massa do cadinho +

amostra (g) e D = massa do cadinho + amostra depois da secagem (g).

Higroscopicidade

A higroscopicidade foi determinada através da metodologia de Lopez-Cdérdoba et al.
(2014). Para tanto, utilizou-se uma célula higroscopica, constituida por uma solucdo de NaCl
a 40% disposta em uma placa de Petri 150 x 20 mm em dessecador (em substituicdo a silica,
previamente retirada), para promover uma umidade relativa de cerca de 72%. Em seguida, 1,0
g da polpa liofilizada foi pesada e espalhada uniformemente sobre placas de Petri de 60 x 15
mm. As amostras nas respectivas placas foram transferidas para o dessecador, onde
permaneceram sobre a célula higroscopica pelo periodo de 90 min. Em seguida, elas foram

pesadas e a higroscopicidade determinada de acordo com a Equacéo 2:

Higroscopicidade (%) = (f+H)*100/(i—H) (Eq. 2)

Onde:

f = Umidade absorvida (Peso da placa + peso da amostra final — Peso da placa + peso da
amostra inicial) (g)

i = peso inicial da amostra (g);

H = Umidade em base seca da polpa liofilizada (g).
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Obtencéo dos extratos

A determinacdo de compostos fendlicos totais, flavonoides amarelos e de antocianinas
monoméricas totais foi realizada com base em testes preliminares, empregando-se 5,0 g e 1,5
g, respectivamente da polpa de jambo congelada e liofilizada, macerando-as com 25 mL dos
diferentes tipos de solventes: agua destilada; metanol e etanol (99,9% v/v); etanol/HCI;
metanol/HCI e &gua destilada/HCI (85:15 v/v) (FRANCIS, 1982), metanol/agua destilada e
etanol/agua destilada (70:30 v/v) (BORGES et al., 2011). Ap6s maceragdo, as amostras foram
transferidas para baldes de 50 mL, seus volumes foram ajustados com o0s respectivos
solventes. Transferiu-se para tubos de centrifuga do tipo Falcon onde permaneceram ao
abrigo da luz a 8+£2 °C por 24 h. Transcorrido o periodo, os extratos foram filtrados em papel

de filtro qualitativo e utilizados para as analise.

Determinacdo de compostos fendlicos totais, flavonoides amarelos, carotenoides totais e

antocianinas monomeéricas totais

O contetdo de compostos fendlicos totais foi quantificado conforme descrito por
Obanda et al. (1997). Para tanto, aliquotas de 0,5 mL e de 0,3 mL dos extratos das polpas
congelada e liofilizada respectivamente, foram transferidas para tubos de ensaio, aos quais
foram adicionados 1mL do reagente Folin-Ciocalteau 1:3 N (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo,
Brasil), 2 mL de carbonato de sddio a 20% (p/v) (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) e 2 mL
de &gua destilada. Apos reacdo por 30 min em camara escura a 28+1 °C, as absorbancias
foram medidas em espectrofotdometro digital Modelo 722N (Edutec, Sdo Paulo, Brasil) no
comprimento de onda de 700 nm. Os resultados foram expressos em miligramas de
equivalentes de 4cido gélico por cem gramas da amostra (mg EAG 100g™).

A andlise de flavonoides amarelos foi realizada segundo metodologia proposta por
Francis (1982), na qual a absorbancia dos extratos foi mensurada a 374 nm. Ja os carotenoides
totais foram extraidos misturando-se 5,0 g das respectivas polpas com 25 mL de acetona PA
(Anidrol, Diadema, Séo Paulo, Brasil). Os extratos obtidos foram imediatamente filtrados em
papel de filtro qualitativo e analisados em espectrofotdmetro Modelo 722N (Edutec, Sao
Paulo, Brasil) nos comprimentos de onda de 470, 646 e 663 nm (LICHTENTHALER,;
BUSCHMANN, 2001). Os resultados de ambos 0s compostos foram expressos em

miligramas por cem gramas de amostra (mg 100g™).
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O conteudo total de antocianinas monomeéricas foi determinado por diferenca de pH,
conforme descrito por Giusti e Wrolstad (2001), no qual foram adicionados 1,6 mL das
solucgdes tampéo de cloreto de potassio 0,025 M (pH = 1) (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil),
ou acetato de sédio 0,4 M (pH= 4,5) (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil) a 0,4 mL do extrato.
As amostras foram homogeneizadas e mantidas na auséncia da luz a 28+1 °C por 30 min. A
leitura foi realizada em espectrofotémetro digital Modelo 722N (Edutec, Sdo Paulo, Brasil) na
faixa de 510 nm e a 700 nm. A concentracdo das antocianinas monomérica totais (AMT) foi

calculada conforme Equacgéo 3.

AMT = A x MW x 1000/ (¢ x C) (1)

Sendo:

A: Absorbéancia (A510nm - A700nm) pH 1,0 - (A510nm - A700nm) pH 4,5;
MW: massa molecular da cianidina-3-glicosideo = 490 g mol™;

&: Absortividade molar de cianidina-3-glicosideo = 26900 M™* cm™;

C: Concentragdo do tamp&o (mg mL™)

A atividade antioxidante foi determinada através da capacidade dos antioxidantes
presentes nas amostras em desativar o radical estavel DPPHe, segundo metodologia descrita
por Brand-Williams et al. (1995). Para tanto, utilizou-se uma solugdo etanélica de DPPH
(Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil) e as determinagdes foram realizadas em microplacas de
poliestireno com 96 pocos (TPP, Suica), para onde foram adicionados 40 uL de extrato
preparado com etanol:agua destilada (70:30 v/v) e 200 uL da solucdo de DPPH. As leituras
das absorbancias foram realizadas apds 60 min de reacdo no escuro a 28+1°C, em
espectrofotometro Modelo Cary 50 (Walnut Creeck, USA) a 515 nm. A capacidade
antioxidante das amostras foi calculada em relacdo a atividade do antioxidante sintético

Trolox (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil).

32 ETAPA

3.3 Elaboracéo das bebidas lacteas
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As formulagBes das bebidas lacteas foram desenvolvidas e analisadas durante o
armazenamento refrigerado no Laboratdrio de Processamento de Laticinios da Unidade
Académica Especializada em Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte (EAJ-UFRN). As culturas laticas foram fornecidas pela SACCO Brasil (Campinas, S&o
Paulo, Brasil) enquanto a mistura estabilizante foi adquirida com a Vilac Ltda (Natal, Rio
Grande do Norte, Brasil), e os demais insumos em comércio local. O leite caprino e 0 soro
caprino com lactose hidrolisada, bem como a polpa de jambo (congelada e liofilizada) foram
obtidos conforme descrito anteriormente nas etapas 1 e 2.

O indculo foi preparado antes da elaboragdo das formulages, e consistiu na pesagem e
diluicdo de 1 g das culturas (Lacticaseibacillus paracasei - BGP 1, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus — Y450B) liofilizadas em 250 mL de leite
pasteurizado isento de lactose e incubacdo a 42 °C/2h.

Foram elaboradas seis formulacdes de bebidas lacteas probidticas utilizando-se soro
caprino e leite caprino isentos de lactose, sacarose, mistura estabilizante, cultura starter
composta por Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus —
Y450B, cultura probiotica (Lacticaseibacillus paracasei - BGP 1) e polpa de jambo vermelho.
Os tratamentos constaram da variagdo nas concentracfes de polpa de jambo congelada,
liofilizada e de leite caprino isento de lactose. A fim de avaliar os efeitos sobre a viabilidade
da cultura probidtica, adicionalmente, foi elaborada uma formulacdo controle (FO) na qual
nenhuma polpa foi adicionada.

Para elaboracdo das bebidas lacteas, conforme etapas descritas na Figura 5, a sacarose
(10% m/v) e a mistura estabilizante (0,6% m/v) foram adicionadas ao soro caprino (40%) e ao
leite caprino isento de lactose, e em seguida, a mistura foi homogeneizada com espéatula de
poliestireno, pasteurizada (65 °C / 30 min) e resfriada a 42 °C, momento este em que foi
adicionado o inéculo da cultura starter (0,5% v/v) e probidtica (1% v/v) previamente
preparados. As bases lacteas obtidas foram incubadas em estufa de incubacdo a 42 °C até
atingir o pH 4,6 (4 h). Posteriormente, foram resfriadas a 10 °C e adicionadas de diferentes
concentracdes de polpa de jambo congeladas 12%, 15% e 18% m/v e liofilizadas 3%, 6% e
9% ml/v, correspondendo as formulagdes F1, F2, F3, F4, F5 e F6, respectivamente. As bebidas
foram acondicionadas em embalagens estéreis e armazenadas a 5 °C / 28 dias para analises

posteriores.
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Adicdo de sacarose e mistura estabilizante ao soro e leite caprinos
isentos de lactose

Vv

Homogeneizacdo

v

Pasteurizacdo a 65 °C / 30 min

Resfriamento a 42 °C

v

Adicdo da cultura starter (0,5 % v/v) e probidtica (1 % v/v)

1\

Incubacdo a 42 °C /4 h (pH = 4,6)

v

Resfriamento a 10°C

Quebra do coagulo

Figura 5 — Fluxograma de obtengdo das diferentes formulacGes de bebida lactea probidtica
caprina isenta de lactose com adicdo de polpa de jambo

FO (Controle)

% 4
Adicdao de polpa de Adicdo de polpa de
jambo (congelada) jambo (liofilizada)
Vv v v v \4 v
F1 || F2 | | F3 Fa | | F5 | | F6
12% 15% 18% 3% 6% 9%
\% \% \% \% \% \Z

Analises microbioldgicas (1,7,
14, 21, 28 dias)

Analises fisico-quimicas e sensoriais (1, 7, 14, 21, 28 dias)
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3.3.1Analises fisico-quimicas das formulacdes

As bebidas lacteas elaboradas foram inicialmente caracterizadas por meio das analises
de lipidios pelo método de extracdo a frio proposto por Bligh e Dyer (AOAC 2000.18);
proteinas, seguindo-se 0 método de Kjedahl (AOAC 939.02); acucares redutores pelo método
de Fehling (AOAC 923.09); cinzas por incineracdo em mufla (Quimis, S&o Paulo, Brasil) a
550 °C (AOAC 930.22) e umidade procedendo-se a secagem de 5 g das amostras em estufa
(Quimis, Sdo Paulo, Brasil) a 105 °C, até obtencdo de peso constante (AOAC 950.46)
(AOAC, 2000).

Durante o armazenamento refrigerado das bebidas (1, 7, 14, 21 e 28 dias) foram
realizadas andlises de pH em potencidmetro digital modelo Q488AS (Quimis, Diadema, Sao
Paulo, Brasil) aferido com as solugdes tamp&es pH 4,0 e 7,0 (AOAC 947.05); acidez titulavel
por titulometria com solucdo de NaOH 0,1 Mol/L, utilizando-se a fenolftaleina como
indicador, sendo os resultados expressos em porcentagem de acido latico presente na amostra
(AOAC 920.124); determinacdo do teor de acido ascorbico por titulometria com solucdo de
DCFI (2,6 diclocro-fenol-indofenol 0,02%) (AOAC 967.21) (AOAC, 2000) e determinacéo
do indice de sinérese pelo método de drenagem, onde 30 g das bebidas foram distribuidas
sobre um papel filtro na parte superior de um funil, acoplado a um elermeyer de 100 mL por 5
ha4°C (RIENER etal., 2010).

A determinacdo de compostos fenolicos totais (OBANDA et al., 1997), antocianinas
monoméricas totais (GIUSTI; WROLSTAD, 2001) e de flavonoides amarelos (FRANCIS,
1982) também foi realizada durante o periodo de armazenamento das bebidas (1, 7, 14, 21 e
28 dias). A atividade antioxidante (BRAND-WILLIAMS et al., 1995) foi determinada apenas
nas duas formulacGes com adicdo da polpa congelada e liofilizada que apresentaram maior
teor de compostos bioativos. Todas as andlises foram realizadas em triplicata, conforme
descrito a seguir.

Obtencéao dos extratos

A determinagédo de compostos fenolicos totais, antocianinas monoméricas totais e de
flavonoides amarelos foi realizada com base em testes preliminares, diluindo-se 5 g das
formulacdes elaboradas em 25 mL etanol / agua destilada (70: 30 v/v) (Neon, S&o Paulo,

Brasil). Os extratos foram filtrados em papel de filtro qualitativo e posteriormente analisados.
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Avaliacao dos compostos bioativos e atividade antioxidante das bebidas

O contetdo de compostos fendlicos totais, flavonoides amarelos, antocianinas
monomeéricas totais e a atividade antioxidante foram determinados conforme descrito no item
3.2.2.

3.3.2 Anélises microbioldgicas das formulagoes

As formulacdes elaboradas foram submetidas as analises de coliformes totais e
termotolerantes (NMP mL™) conforme exigido pelo regulamento técnico de identidade e
qualidade de bebidas lacteas (BRASIL, 2005) e pesquisa de Salmonella sp (APHA, 2001),
exigida pela Resolucdo n° 12 da ANVISA (BRASIL, 2001) ap6s 1 dia de armazenamento,
enquanto a viabilidade das bactérias laticas foi determinada durante todo o periodo de

armazenamento das bebidas (1, 7, 14, 21 e 28 dias).
Coliformes totais, termotolerantes e Salmonella sp

As analises de coliformes totais, termotolerantes e de Salmonela sp das bebidas

elaboradas foram realizadas conforme descrito no item 3.1.3.

Bactérias laticas

Lacticaseibacillus paracasei (BGP 1) foi enumerado em profundidade, utilizando o
meio de cultura 4gar MRS acrescido de propionato de sodio (0,3% m/v) e cloreto de litio
(0,2% m/v) em anaerobiose a 37 °C / 72 h, conforme descrito por Vinderola e Reinheimer
(2000). Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Y450B) foi cultivado em profundidade
em meio 4gar MRS em anaerobiose a 45 °C / 48h, e Streptococcus thermophilus (Y450B) em
superficie no meio agar M-17 a 45 °C / 24 h em condigdes de aerobiose conforme proposto
por Pimentel et al. (2012). A seletividade dos meios empregados foi previamente testada em

ensaios preliminares.
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3.3.3 Andlises sensoriais

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
do Rio Grande do Norte (numero do parecer: 2.063.798/ CAAE: 65937117.3.0000.5537).

Atestada a qualidade microbiologica, as diferentes formulagfes desenvolvidas foram
submetidas ao teste de aceitacdo e intengdo de compra, durante todo o periodo de
armazenamento (1, 7, 14, 21 e 28 dias), sendo considerado como critério de aceitacao global,
média > 7,0 (escala hedonica).

A intencdo de compra foi avaliada por meio de escala de cinco pontos (5 = certamente
compraria; 1 = certamente ndo compraria) e os atributos, cor, aroma, consisténcia, sabor e
aceitacdo global através de teste afetivo laboratorial com uso de escala hedbnica de nove
pontos (9 = gostei muitissimo, 1 = desgostei muitissimo) (MEILGAARD et al., 1991). As
analises foram realizadas com os mesmos julgadores (n=57), durante todo o periodo de
armazenamento de avaliacdo das bebidas. Para ambos os testes sensoriais, cerca de 25 mL das
formulagdes foram servidas em copos descartaveis de 50 mL, codificados com ndmeros
aleatdrios de trés digitos. Foram oferecidos aos julgadores biscoitos tipo cream cracker e agua

mineral para eliminar o sabor residual entre as amostras.
3.4 Delineamento experimental e analise estatistica

Os experimentos foram realizados empregando o delineamento inteiramente
casualizado (DIC) e os resultados analisados por analise de variancia (ANOVA) com

comparacdo de médias pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia, utilizando-se o
software Statistica versdo 7.0 (Statsoft, Tulsa, EUA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos nesta pesquisa estdo apresentados em formato de artigos, de
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Effect of temperature and concentration of Peta-galactosidase on the composition of
reduced lactose pasteurized goat milk

Nkarthe Guerra ARAUJO!, José Barros da SILVAZ, Ricardo Targino MOREIRA!, Haissa Roberta CARDARELLI** &

Abstract

This study evaluated the influence of temperature and p-galactosidase concentration on lactose hydrolysis and on the composition
of pasteurized goat milk. Goat milk was pasteurized at 75 °C/15 s and cooled to 10 °C and 30 °C, received 0 (control); 0.04%;
0.07%; 0.20% (v/v) B-galactosidase and was incubated for 5 h, followed by enzymatic inactivation at 85 °C. The hydrolysis degree,
pH and acidity were evaluated hourly. Physico-chemical parameters were determined after hydrolysis. The maximum hydrolysis
degree (100%) has been reached in 4 h when using 0.07% and 0.20% lactase concentrations at 30 °C; however, the minimum
hydrolysis percentage of 70% has been reached at 10 °C for all lactase concentrations tested since 1 h of incubation. The degree
of hydrolysis and the total acidity of pasteurized goat milk increased with temperature. Low lactase concentrations resulted in
an increase in protein levels, total casein, density, total and defatted dry extract. Therefore, combination of low lactase levels
and hydrolysis at 10 °C promoted positive changes in lactose-free pasteurized goat milk. This study was the first reporting the

changes resulting from enzymatic hydrolysis in the composition of pasteurized goat milk.

Keywords: cryoscopic index; lactose intolerance; enzymatic hydrolysis; caprine milk.

Practical Application: Quality lactose-free goat milk using low temperature and B-galactosidase concentration.

1 Introduction

Goat milk production and commercialization is traditional
in South America; however, it has been affected by continuous
regional economic fluctuations. The establishment of commercial
exploitations and the implementation of programs to improve
this activity have driven milk production and adequate
technology that is currently available makes it possible to
continue improving the conditions of traditional goat production
systems (Raman et al., 2018). Moreover, consumers expect high
food quality, sensory attractiveness and appropriate nutritional
value of food, associated to health-promoting properties, which
are also present in goat milk products (Barlowska et al., 2018;
Mituniewicz-Malek et al., 2019).

The prevalence of diseases related to the consumption of
certain foods has increased considerably in recent years, with
lactose intolerance and bovine milk protein allergy being the
most frequent. Excluding this product from the diet is the
main recommendation of health professionals. Goat milk is
recognized for its nutritional and hypoallergenic properties,
being indicated in the diet for children allergic to bovine milk
(Pradeep Prasanna & Charalampopoulos, 2019; Beltran et al.,
2017). Research related to goat milk has also indicated that its
proteins as well as the peptides produced from them have important
biological activity such as antimicrobial, immunomodulator,
antioxidant, hypocholesterolemic and antihypertensive activities
(Medeiros et al., 2018; Mal etal,, 2018). It has better digestibility,
greater bioavailability of iron and magnesium and higher calcium

and copper content than bovine milk (Lucatto et al., 2020;
Fangmeier et al,, 2019). The composition of long-chain fatty acids
in its fraction of monounsaturated and polyunsaturated fatty
acids (w-6 and w-3 fatty acids, eicosapentaenoic acid- EPA and
docosahexaenoic acid- DHA, and medium-chain triglycerides)
present in goat milk which are considered beneficial to human
physiology surpasses bovine milk, (Hodgkinson et al., 2018);
and is also rich in niacin, thiamine, riboflavin, and pantothenate
(Ranadheera et al., 2019).

Caprine (goat) milk also possesses potential for successful
delivery of probiotics, and despite its less appealing flavor in some
products, the use of goat milk as a probiotic carrier has rapidly
increased over the last decade (Ranadheera et al., 2019). Dairy
products with goat milk have been developed, as for instance
yogurt (Hadjimbei et al., 2020), ‘dulce de leche’ (Chaves et al.,
2018), cheese (Shabbir et al., 2019; Ozturk & Akin, 2018), cream
cheese (Fangmeier et al., 2019) and fermented reconstituted
whey (Santos et al., 2019).

Despite the advantages, goat milk is not indicated in the diet
of lactose intolerant individuals, with the main alternative for this
differentiated group being the consumption of milk and derivatives
which are free of and/or low in sugar. Lactose intolerance is due
to the lack or low content of p-galactosidase (lactase) presentin
the body capable of hydrolyzing lactose after ingestion of milk
or milk products (Nardi et al.,, 2017). According to Zolnere &
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Este trabalho teve por objetivo definir o melhor solvente extrator dos compostos bioativos da

polpa de jambo, armazenada pelos metodos de congelamento e liofilizagdo. Para tanto, frutos

de Syzygium malaccensis, provenientes do Estado do Rio Grande do Norte-RN foram

processados, as polpas obtidas foram congeladas ou liofilizadas e também caracterizadas

fisico-quimicamente, enquanto seus teores de compostos bioativos foram determinados.
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Verificou-se aumento significativo nos teores de proteinas, lipideos, cinzas, acUcares
redutores, sélidos sollveis, &cido ascorbico e carotenoides totais da polpa liofilizada quando
comparada a congelada. A polpa liofilizada apresentou ainda, atividade antioxidante
significativamente superior (24,19 umol TE g + 0,09) & congelada (17,10 umol TE g™ + 0,56)
e resultados satisfatorios de solubilidade (67,03%) e higroscopicidade (9,38%). Os teores de
flavonoides amarelos, antocianinas monoméricas totais e de compostos fendlicos totais
variaram conforme o tipo de solvente utilizado e a propor¢do de suas misturas. O metanol-
HCI 1,5 M foi o solvente mais eficaz na extracdo de compostos fendlicos totais e de
antocianinas, enquanto a dgua pura destacou-se na extracdo de flavonoides amarelos. Ambos
0s processos indicaram que o jambo é fonte de compostos bioativos, todavia, a liofilizacédo
preservou melhor a estabilidade dos compostos estudados, sugerindo-se esse método como o
mais apropriado para obten¢do da polpa de jambo, a fim de preservar melhor o potencial
funcional deste fruto.

Palavras-chave: acido ascorbico; antocianinas; compostos fenolicos totais.

Abstract

This work aimed to define the best solvent extracting bioactive compounds from the jambo
pulp, stored by the methods of freezing and lyophilization. For this purpose, Syzygium
malaccensis fruits from the State of Rio Grande do Norte-RN were processed, the pulps
obtained were frozen or lyophilized and also physicochemically characterized, while their
contents of bioactive compounds were determined. There was a significant increase in the
contents of proteins, lipids, ash, reducing sugars, soluble solids, ascorbic acid and total
carotenoids of the lyophilized pulp when compared to the frozen one. The lyophilized pulp
also presented significantly higher antioxidant activity (24.19 umol TE g % 0.09) than the
frozen one (17.10 pmol TE g* + 0.56) and satisfactory solubility results (67.03%) and
hygroscopicity (9.38%). The contents of yellow flavonoids, total monomeric anthocyanins
and total phenolic compounds varied according to the type of solvent used and the proportion
of their mixtures. 1.5 M methanol-HCI was the most effective solvent for extracting total
phenolic compounds and anthocyanins, while pure water stood out for extracting yellow
flavonoids. Both processes indicated that jambo is a source of bioactive compounds, however,

lyophilization better preserved the stability of the studied compounds, suggesting this method
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as the most appropriate for obtaining jambo pulp, in order to better preserve its functional

potential fruit.

Keywords: ascorbic acid; anthocyanins; total phenolic compounds.

Resumen

Este trabajo tuvo como objetivo definir el mejor solvente extrayendo compuestos bioactivos
de la pulpa de jambo, almacenada por los métodos de congelacidn y liofilizacion. Para ello se
procesaron frutos de Syzygium malaccensis del Estado de Rio Grande do Norte-RN, se
congelaron o liofilizaron las pulpas obtenidas y también se caracterizaron fisicoquimicamente,
mientras se determinaba su contenido en compuestos bioactivos. Hubo un aumento
significativo (p < 0.05) en el contenido de proteinas, lipidos, cenizas, azlcares reductores,
solidos solubles, acido ascorbico y carotenoides totales de la pulpa liofilizada en comparacién
con la congelada. La pulpa liofilizada también presentd actividad antioxidante
significativamente mayor (24,19 umol TE g + 0,09) que la congelada (17,10 umol TE g™ +
0,56) y resultados satisfactorios de solubilidad (67,03%) e higroscopicidad (9,38%). Los
contenidos de flavonoides amarillos, antocianinas monoméricas totales y compuestos
fendlicos totales variaron segun el tipo de disolvente utilizado y la proporcion de sus mezclas.
El metanol-HCI 1,5 M fue el solvente mas efectivo para extraer compuestos fenélicos totales
y antocianinas, mientras que el agua pura se destacé por extraer flavonoides amarillos. Ambos
procesos indicaron que el jambo es fuente de compuestos bioactivos, sin embargo, la
liofilizacion preservd mejor la estabilidad de los compuestos estudiados, sugiriendo este
método como el mas apropiado para la obtencién de pulpa de jambo, con el fin de preservar

mejor su potencial funcional.

Palabras clave: acido ascorbico; antocianinas; compuestos fenolicos totales.

1. Introducéo
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Diversas pesquisas tém evidenciado o potencial antioxidante de uma variedade de
frutas. O consumo frequente destas tem sido associado a baixa incidéncia de doencas
degenerativas, tais como cancer, doencas cardiacas, inflamatorias e do sistema imunoldgico,
além de disfuncbes neuroldgicas. Essas evidéncias estdo relacionadas com a presenga de
compostos antioxidantes variados presentes nas mesmas (Milani et al., 2012; Kibe et al.,
2017; Rocha et al., 2021).

O jambeiro vermelho (Syzygium malaccensis) € uma arvore frutifera pertencente a
familia Myrtaceae, da qual diferentes partes da planta sdo utilizadas para consumo e fins
medicinais (Li et al., 2015). A facilidade de cultivo e condi¢des climaticas favoraveis permitiu
uma expansdo significativa de sua producdo no Brasil, principalmente nas regides Sudeste,
Norte e Nordeste (Nunes et al., 2016). No entanto, seu fruto é utilizado para consumo direto
apenas nas regides produtoras, o que resulta num grande desperdicio na época da safra devido
a reduzida vida atil dos frutos e escassez de informacbes relacionadas a viabilidade
tecnoldgica para sua industrializacdo (Augusta et al., 2010). Neste sentido, a producdo de
polpa a partir do fruto é alternativa para o seu aproveitamento na época da safra, permitindo a
oferta também nos periodos de entressafra, evitando problemas relacionados a sazonalidade.

Estudos referentes a caracterizacdo do jambo vermelho das regides Sudeste e Nordeste
do Brasil realizados por Batista et al. (2016) e Nunes et al. (2016), reportaram variagdes nos
teores de antocianinas de 12,90 e 1045 mg cianidina-3-glicosideo 100g™, compostos fenélicos
totais de 14,81 e 1293 mg EAG 100g™, e na atividade antioxidante de 674.75 e 25,92 pmol
TEg™, respectivamente. Entretanto, pesquisas referentes & caracterizacio da polpa de jambo
vermelho oriundo do Estado do Rio Grande do Norte (RN) e de seu contetdo de compostos
bioativos antioxidantes sdo escassas.

Um dos fatores mais importantes que afetam a extracdo de compostos bioativos de
matrizes vegetais € 0 solvente de extragdo utilizado (Van Ngo et al., 2017), dado que a
solubilidade dos compostos bioativos em um solvente especifico € uma caracteristica peculiar
dos fitoquimicos presentes na matriz avaliada, o que justifica a inexisténcia de um
procedimento universal para sua determinacdo (Santos; Gongalves, 2016). Tradicionalmente,
a extracdo de polifenois é realizada usando misturas de solventes organicos volateis tais como
metanol, etanol, acetona, acetonitrila e suas combinagdes, podendo incluir diferentes
proporcdes de agua (Rajbhar et al., 2015). Entretanto, ndo ha relatos na literatura referentes a
definicdo do melhor solvente extrator de compostos bioativos da polpa de jambo vermelho,

sendo este, 0 primeiro estudo com esta finalidade.
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Processos de desidratagéo que ndo empregam o calor como mecanismo de remogéo da
agua, como a liofilizacdo, sdo eficientes para minimizar a degradacdo dos compostos
termolabeis dos alimentos (Silva-Espinoza et al. 2019). A liofilizacdo apresenta também
outras vantagens como reducdo de custos com embalagem, armazenamento e transporte,
abrangendo tanto a industria alimenticia como farmacéutica (Oyinloye; Yoon, 2020).
Todavia, dentre as alternativas de conservacéo para polpa de fruta, o congelamento ainda é o
procedimento mais utilizado (Carvalho et al., 2017).

Assim, este trabalho teve por objetivo definir o melhor solvente extrator dos
compostos bioativos antioxidantes da polpa de jambo armazenada pelos métodos de

congelamento e liofilizacéo.

2. Material e Métodos

O jambo vermelho (42,5 kg) foi adquirido na Unidade Académica Especializada em
Ciéncias Agrérias da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Campus de Macaiba-RN.
Os frutos foram colhidos manualmente em estagio fisiolégico de maturacdo completo
considerando a coloracdo da casca vermelha intensa, foram higienizados em agua corrente,
sanitizados em agua clorada a 100 ppm por 15 min, secos a 28+1°C, e pesados.
Posteriormente sofreram corte longitudinal para remocdo da semente, foram fracionados com
casca (forma aproximada de retangulos de aproximadamente 4,5 cm) e despolpados em
despolpadeira de frutas semi-industrial Modelo 0,25 dF (Itametal, Itabuna, Bahia, Brasil) com
peneira de 1,5 mm de didmetro. A polpa obtida (30,0 kg) foi pesada, dividida em duas
porcdes, uma sendo encaminhada para liofilizacdo, e outra acondicionada em embalagens de
nylon-polietileno de 150 g e submetida ao congelamento lento em freezer horizontal
(Eletrolux, Séo Paulo, Brasil) a -18 °C para analises posteriores.

A polpa liofilizada foi obtida dispondo-se 100g da polpa de jambo fresca em bandejas
de aco em inox de 18 cm e acondicionando a -18 °C/48 h. Apds congelamento, as bandejas
foram transferidas para o liofilizador Modelo LT 1500 (Terroni, Sdo Carlos, Sdo Paulo,
Brasil). As condicdes de operacao foram: temperatura de -30°C por tempo de 48h, velocidade
constante de 1mm/h, vacuo variando de 80 pHg até 200 pHg. Os pds obtidos foram
acondicionados em embalagens de nylon-polietileno, selados a vacuo, e em seguida
acondicionados em embalagens metalizadas, onde foram armazenados em temperatura

ambiente (28 £1 °C) ao abrigo da luz.
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2.1 Caracterizacgao das polpas

As polpas foram submetidas as analises de acidez titulavel (AOAC 942.15), solidos
soluveis totais (AOAC 932.12), pH (AOAC 947.05), acucares redutores (AOAC 923.09),
umidade (AOAC 934.06), cinzas (AOAC 940.26), teores de lipideos (AOAC 920.39),
proteinas (AOAC 960.52) e de acido ascorbico (AOAC 967.21) (AOAC, 2000). A analise de
atividade de agua foi realizada em medidor AQUALAB modelo CX2 (Decagon Devices,
Washington, EUA) segundo as recomendacdes do fabricante. Analises de solubilidade (Cano-
Chauca et al., 2005) e higroscopicidade (Lopez-Cordoba et al., 2014) foram realizadas apenas
na polpa liofilizada.

As analises de compostos fendlicos totais (Obanda et al., 1997), flavonoides amarelos
(Francis, 1982) e antocianinas monomeéricas totais (Giusti; Wrolstad, 2001) foram realizadas
apos a obtencdo dos extratos com diferentes tipos de solventes: agua destilada, metanol e
etanol PA (Neon, Sdo Paulo, Brasil) e acido cloridrico PA (Vetec, Duque de Caxias, Rio de
Janeiro, Brasil), enquanto os carotendides totais foram extraidos com acetona PA
(Lichtenthaler; Buschmann, 2001) e a atividade antioxidante (Brand-Williams et al., 1995)

nos extratos hidroetandlicos. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

2.2 Avaliacdo dos compostos bioativos e atividade antioxidante

2.2.1 Obtencao dos extratos

A determinacao de compostos fenolicos totais, flavonoides amarelos e de antocianinas
monomeéricas totais foi realizada com base em testes preliminares, empregando-se 5,0g e 1,5g,
respectivamente da polpa de jambo congelada e liofilizada, macerando-as com 25 mL dos
diferentes tipos de solventes: agua destilada; metanol e etanol (99,9% v/v); etanol/HCI;
metanol/HCI e agua destilada/HCI (85:15 v/v) (Francis, 1982), metanol/agua destilada e
etanol/agua destilada (70:30 v/v) (Borges et al., 2011). Ap6s maceracgdo, as amostras foram
transferidas para balGes de 50 mL e seus volumes foram ajustados com 0s respectivos
solventes. Transferiu-se para tubos de centrifuga do tipo Falcon onde permaneceram ao
abrigo da luz a 8+2 °C por 24 h. Transcorrido o periodo, os extratos foram filtrados em papel

de filtro qualitativo e analisados posteriormente.
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2.2.2 Determinacdo de compostos fenolicos totais, flavonoides amarelos, carotenoides

totais e antocianinas monomeéricas totais

O contetdo de compostos fendlicos totais foi quantificado conforme descrito por
Obanda et al. (1997). Para tanto, aliquotas de 0,5 mL e de 0,3 mL dos extratos das polpas
congelada e liofilizada respectivamente, foram transferidas para tubos de ensaio, aos quais
foram adicionados 1mL do reagente Folin-Ciocalteau 1:3N (Sigma-Aldrich, S&o Paulo,
Brasil), 2 mL de carbonato de sddio a 20% (m/v) (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) e 2 mL
de agua destilada. Apos reacdo por 30 min em camara escura a 28+1 °C, as absorbancias
foram medidas em espectrofotdometro digital Modelo 722N (Edutec, Sdo Paulo, Brasil) no
comprimento de onda de 700 nm. Os resultados foram expressos em miligramas de
equivalentes de 4cido gélico por cem gramas da amostra (mg EAG 100g™).

A andlise de flavonoides amarelos foi realizada segundo metodologia proposta por
Francis (1982), na qual a absorbancia dos extratos foi mensurada a 374 nm. Ja os carotenoides
totais foram extraidos misturando-se 5,0 g das respectivas polpas com 25 mL de acetona PA
(Anidrol, Diadema, S&o Paulo, Brasil). Os extratos obtidos foram imediatamente filtrados em
papel de filtro qualitativo e analisados em espectrofotometro Modelo 722N (Edutec, Séo
Paulo, Brasil) nos comprimentos de onda de 470, 646 e 663 nm (Lichtenthaler; Buschmann,
2001). Os resultados de ambos 0s compostos foram expressos em miligramas por cem gramas
de amostra (mg 100g™).

O contetdo de antocianinas monoméricas totais (AMT) foi determinado por diferenca
de pH, conforme descrito por Giusti; Wrolstad (2001), no qual foram adicionados 1,6 mL das
solucgdes tampdao de cloreto de potassio 0,025 M (pH = 1) (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil),
ou acetato de sédio 0,4 M (pH= 4,5) (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil) a 0,4 mL do extrato.
As amostras foram homogeneizadas e mantidas na auséncia da luz a 28+1 °C por 30 min. A
leitura foi realizada em espectrofotémetro digital Modelo 722N (Edutec, Sdo Paulo, Brasil) na

faixa de 510 nm e a 700 nm. O conteudo de AMT foi calculado conforme Equacéo 1.

AMT = A x MW x 1000/ (¢ x C) (1)

Sendo:
A: Absorbéancia (A510nm - A700nm) pH 1,0 - (A510nm - A700nm) pH 4,5;

MW: massa molecular da cianidina-3-glicosideo = 490 g mol™;
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&: Absortividade molar de cianidina-3-glicosideo = 26900 M™* cm™;

C: Concentragdo do tamp&o (mg mL™)

A atividade antioxidante foi determinada através da capacidade dos antioxidantes
presentes nas amostras em desativar o radical estavel DPPHe, segundo metodologia adaptada
de Brand-Williams et al. (1995). Para tanto, utilizou-se em substituicdo a solugdo metanolica,
solucdo etanolica de DPPH (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) e as determinacdes foram
realizadas em microplacas de poliestireno com 96 pogos (TPP, Suiga), para onde foram
adicionados 40 pL de extrato preparado com etanol:agua destilada (70:30 v/v) e 200 pL da
solucdo de DPPH. As leituras das absorbancias foram realizadas ap6s 60 min de reacdo no
escuro a 28+1°C, em espectrofotdmetro Modelo Cary 50 (Walnut Creeck, USA) a 515 nm. A
capacidade antioxidante das amostras foi calculada em relacdo a atividade do antioxidante
sintético Trolox (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil).

2.3 Delineamento experimental e analise estatistica

Os experimentos foram realizados empregando o delineamento inteiramente
casualizado (DIC) e os resultados analisados por analise de variancia (ANOVA), com
comparacao das médias dos tipos de solventes utilizados pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de significancia, utilizando-se o software Statistica versdo 7.0. A comparacdo das médias dos

dois tipos de polpa distintos utilizou o teste t-Student, ao nivel de 5% de significancia.

3. Resultados e discussao

3.1 Caracterizacao fisico-quimica das polpas

A Tabela 1 apresenta os resultados da caracterizacéo fisico-quimica da polpa de jambo
submetida aos dois processos de conservagéo distintos. Verificou-se aumento significativo (p
< 0,05) nos teores de proteinas, lipideos, cinzas, agucares redutores, sélidos solUveis, acido
ascorbico e carotenoides totais da polpa liofilizada quando comparada a congelada. Do
mesmo modo, foi observada reducdo significativa nos parametros, atividade de &agua e
umidade. A redugdo destes €, contudo, desejavel e uma caracteristica tipica de produtos

obtidos por processos de desidratacdo (liofilizacdo), enquanto o aumento nos teores de acido
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ascorbico e carotenoides totais comprova a eficiéncia deste processo na retencdo dos

nutrientes.

Tabela 1 — Composicdo centesimal das polpas de jambo congelada e liofilizada expressa em
percentual (mg 100g™).

Parametros Polpa de jambo congelada  Polpa de jambo liofilizada
Umidade 91,09% +0,32 8,75" +0,24
Proteinas 0,71°+0,03 2,02% 40,11
Lipideos 0,45" +0,39 1,98% +0,41
Cinzas 0,23" +0,07 4,60 £0,15
Acucares redutores 3,21"+0,25 42,53% +4,69
Solidos soltveis 7,70° £0,00 80,00 0,00
pH 3,36" 40,15 3,67%+0,19
Atividade de 4gua 0,941 +0,00 0,259° +0,00
Acido ascorbico 118,00° +0,00 161,90% +0,42
Carotenoides totais 42,30°+0,86 44,99 +1,55
Solubilidade ND 67,03 £0,51
Higroscopicidade ND 9,38 +0,30

Letras diferentes na mesma linha indica diferenca estatisticamente significativa pelo teste t-Student (p
< 0,05). ND indica que o parametro ndo foi determinado.

Os teores de proteinas, lipideos e acgucares redutores da polpa liofilizada foram
inferiores aos valores relatados por Batista et al. (2016), para 0s mesmos parametros: 5,33%,
2,62% e 49,55%, respectivamente, no mesmo tipo de polpa, oriunda de frutos de jambeiro
provenientes do Sudeste do Brasil. Ja o teor de umidade, lipideos, agUcares redutores e sélidos
sollveis da polpa congelada foram superiores, e o teor proteico, de cinzas e o pH ligeiramente
inferiores aos resultados obtidos por Nunes et al. (2016), em analise da composi¢édo de frutos
de jambo vermelho provenientes da cidade de Sapé-PB, indicando, portanto, diferencas
também, na composicao dos frutos da mesma regido.

Conforme apresentado na Tabela 1, a polpa de jambo liofilizada apresentou teor
elevado de solubilidade e baixo teor de higroscopicidade. Estes resultados sdo considerados
satisfatorios tendo em vista que durante o processo de liofilizacdo néo foi adicionado nenhum
adjuvante de secagem a polpa. Krumreich et al. (2016) avaliando polpa de ubaia liofilizada
com adicdo de maltodextrina, obtiveram resultados inferiores de higroscopicidade (4,58%) e
de solubilidade (49,79%). Estudos que avaliaram 0s mesmos parametros em polpas
desidratadas de Syzygium malaccensis, entretanto, ndo foram encontrados durante esta

pesquisa.

84



A polpa congelada apresentou resultado inferior no conteddo de &cido ascorbico em
relacdo a liofilizada (p < 0,05). Todavia, os teores de &cido ascérbico para ambas foram
elevados, indicando que independentemente do método de obtencdo da polpa, o jambo
vermelho destaca-se como fonte desta vitamina. Contetdo inferior foi relatado por Shajib et
al. (2013) para o Syzygium cumini (25,7 mg 100g™) fresco e por Gordon et al. (2011), para o
jambol4o liofilizado (93,5 mg 100g™).

O teor de carotenoides totais obtidos a partir da extracdo com acetona PA foi superior
aos achados de Batista et al. (2016), que avaliando 0 mesmo composto a partir da extragdo
com isopropanol e hexano obtiveram 0,046 mg 100g™de carotenoides totais para a polpa de
jambo obtida no Sudeste do Brasil. Fatores como a existéncia de varios tipos de carotenoides
e a variacdo nas quantidades de carotenoides dentro de um mesmo alimento, a distribuicéo
ndo uniforme deste composto entre amostras, a natureza varidvel das matrizes alimenticias,
dentre outros, sdo fatores que afetam sua determinag&o (Nellis et al., 2017), o que poderia
explicar a variacdo entre os resultados obtidos para 0 mesmo tipo de fruto proveniente de

regides distintas.

3.2 Extracdo de compostos bioativos com diferentes tipos de solventes, sua determinacéo

e avaliagdo da atividade antioxidante

Os resultados mostraram que os teores de compostos fendlicos totais, flavonoides
amarelos e antocianinas monomeéricas totais variaram significativamente (p < 0,05) entre a
polpa congelada e a liofilizada e conforme o tipo de solvente utilizado e a proporcdo de suas
misturas (p < 0,05) (Tabelas 2, 3 e 4).

O conteudo total de compostos fendlicos (Tabela 2), diferiu significativamente entre a
polpa congelada e liofilizada e corroboram os achados de Batista et al. (2016) em extratos

hidrometanolicos (20:80 v/v) de polpa de jambo submetida ao mesmo método de obtencdo.

Conforme observado na Tabela 2, o metanol acidificado foi o solvente mais eficiente
na extracdo de compostos fendlicos totais, para ambas as polpas, seguido pelos resultados
obtidos a partir da extragdo com agua pura e etanol acidificado. O emprego da agua como
solvente parece mais indicado, pois além da eficiéncia na extragdo, quando comparada ao
metanol e etanol PA, apresenta vantagens por evitar riscos de exposicdo do analista a

reagentes toxicos e reduz gastos com reagentes quimicos. Moura Filho et al. (2017) também
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obtiveram maior eficiéncia na extracdo de compostos fendlicos em polpa de buriti usando
agua pura, quando comparado a extracdo com metanol e etanol PA. Estudos referentes a
determinacédo de polifenois, flavonoides e antocianinas em polpa de jambo utilizando a agua

pura como solvente de extragdo até o0 momento nao foram reportados na literatura.

Tabela 2 — Conteudo total de compostos fenolicos em polpa de jambo obtidos a partir de
diferentes solventes.

Solventes Polpa congelada mg Polpa liofilizada mg
EAG 100g™ EAG 100g™
Agua 34,60%" +0,13 370,28"°+0,63
Metanol/HCI 1,5N (85:15 v/v) 35,1852 +0,11 388,93"%+1,25
Etanol/HCI 1,5N (85: 15 V/v) 34,11°%° 0,07 300,68"° +1,26
Agua/ HCI 1,5N (85:15 v/v) 27,015 0,06 249,60 +1,13
Etanol/agua (70:30 v/v) 34,05%° +0,57 262,71 +0,31
Metanol/agua (70:30 v/v) 25,595 +0,41 292,09 +0,83
Etanol (99,9%) 33,01%° 0,19 160,67°"+0,83
Metanol (99,9%) 32,955¢ +0,52 231,189 +2,50

Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre os tipos de polpa
pelo teste t-Student (p < 0,05). Letras mindsculas ha mesma coluna indicam diferenga estatisticamente
significativa entre os tipos de solvente, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A extracdo de fenolicos com etanol puro de ambas as polpas foi significativamente
inferior (p < 0,05) quando comparado aos resultados dos extratos hidroetandlicos, todavia, a
polpa de jambo congelada apresentou teor significativamente superior de compostos fendlicos
com metanol puro (p < 0,05) em comparacdo ao extrato hidrometandlico. A solubilidade dos
compostos fenolicos em um determinado solvente esta relacionada com a composicédo
quimica da matriz do alimento de onde sdo extraidos, apontando para a necessidade de
selecéo criteriosa do método de extragdo (Milani et al., 2012).

Os teores de flavonoides amarelos da polpa congelada foram baixos e
significativamente inferiores a liofilizada (p < 0,05) (Tabela 3). Entretanto, esses resultados
sdo satisfatorios quando comparado aos achados de Silva et al. (2014) que investigando o
conteudo de flavonoides amarelos em diferentes frutos tropicais (polpas de abacaxi, acerola,
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caju, goiaba, graviola, mamdo e manga), ndo constataram a presenc¢a desse fitoquimico na

composicao.

Tabela 3 — Conteudo de flavonoides amarelos em polpa de jambo obtidos a partir de
diferentes solventes.

Solventes Polpa congelada mg Polpa liofilizada mg
100g™ 100g™*

Agua 3,60% +0,02 34,86"%+0,03
Metanol/HCI 1,5N (85:15 v/v) 2,82%° +0,03 24,15"+0,18
Etanol/HCI 1,5N (85: 15 v/v) 2,84%° +0,01 22,26"° +0,15
Agua/ HCI 1,5N (85:15 v/v) 2,57°° 0,02 20,04%% £0,09
Etanol/agua (70:30 v/v) 2,13%7 40,02 15,88%¢ +0,07
Metanol/agua (70:30 v/v) ND 13,49" +0,06
Etanol (99,9%) 1,735%¢ +0,01 9,24""+0,08
Metanol (99,9%) ND 11,04 +0,17

Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os tipos de polpa
pelo teste t-Student (p < 0,05). Letras mindsculas na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente
significativa entre os tipos de solvente, pelo teste de Tukey (p < 0,05). ND indica leituras abaixo de
0,20 nm (resultado ndo detectado).

A agua pura destacou-se como o melhor solvente extrator de flavonoides amarelos na
polpa congelada e liofilizada, seguido por metanol/HCI e etanol/HCI (Tabela 3). Os teores de
flavonoides amarelos obtidos utilizando-se solventes com polaridades distintas para a polpa
congelada foram inferiores aos valores reportados por Batista et al. (2016), utilizando o
metanol (80%) como solvente extrator para a polpa de jambo vermelho fresca (12,86 mg
100g™), proveniente da regido Sudeste do Brasil.

O teor de antocianinas monoméricas totais da polpa congelada variou de 10,35 +0,05 a
18,44 +0,06 mg cianidina-3-glicosideo 100g™* enquanto para a polpa liofilizada a variagdo foi
de 41,69 +0,23 a 138,83 +0,41 mg cianidina-3-glicosideo 100g™ (Tabela 4). Esses resultados
aproximam-se dos achados de Batista et al. (2016), para a polpa de jambo fresca (12,90 mg
cianidina-3-glicosideo 100g™) e liofilizada (126,95 mg cianidina-3-glicosideo 100g™)
proveniente da cidade de Campinas-SP.

O solvente mais eficiente para a extracdo das antocianinas tanto da polpa congelada
guanto da liofilizada, foi o metanol acidificado, seguido pelo solvente hidrometandlico. A

agua e o etanol puro foram os menos eficazes para essa extragdo. Borges et al. (2011)
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avaliaram diferentes tipos de solventes na extracdo de antocianinas da polpa de jussara
(Euterpe edulis) e verificaram que o metanol/HCI (1,5M) e o etanol/HCI (1,5M)
apresentaram-se mais eficientes quando comparados a combinagdes de outros solventes como
agua/HCI (0,01M) ou solventes isolados como o metanol e/ou etanol puro. A maior eficiéncia
do metanol acidificado na extracdo de antocianinas pode ser explicada pela maior estabilidade

das mesmas em um solvente de maior polaridade e em pH acido (Bennemann et al., 2018).

Tabela 4 —Conteldo total de antocianinas monoméricas em extratos de polpa de jambo
obtidas a partir de diferentes solventes.

Solventes Polpa congelada
mg cianidina-3

Polpa liofilizada
mg cianidina -3-glicosideo

glicosideo 100g™ 100g™*
Agua 10,3559 +0,05 57,68 +0,20
Metanol/HCI 1,5N (85:15 v/v ) 18,445 +0,05 138,83 +0,41
Etanol/HCI 1,5N (85: 15 v/v) 15,225¢ 40,11 127,22"° +0,42
Agua/ HCI 1,5N (85:15 V/v) 15,825 +0,09 121,29 +0,02
Etanol/agua (70:30 v/v) 12,04°" +0,05 112,177 +0,23
Metanol/agua (70:30 v/v) 16,14%°+0,06 137,10 +0,11
Etanol (99,9%) 14,24%%+0,09 41,69™ +0,23
Metanol (99,9%) 16,06°° +0,29 62,27°°+0,00

Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os tipos de polpa
pelo teste t-Student (p < 0,05). Letras mindsculas na mesma coluna indicam diferenga estatisticamente
significativa entre os tipos de solvente, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A polpa liofilizada apresentou atividade antioxidante significativamente superior (24,
19 umol TE g*) & congelada (17, 10 pmol TE g™) e ao reportado por Nunes et al. (2016), que
obtiveram 22,20 umol TE g™ para a polpa de jambo liofilizada frente ao radical livre DPPH
empregando Metanol/agua (8:2 v/v) como solvente de extragcdo. Correia et al. (2012) apontam
que os fendlicos e as antocianinas seriam 0s principais responsaveis pela atividade
antioxidante em residuos de frutas tropicais em po, o que reforca a teoria de que também
tenham sido os responsaveis pela atividade antioxidante neste estudo.

Segundo Melo et al. (2011), diferencas entre variedades, regido geogréfica, safra,
condigdes climaticas, peculiaridades de processamento e métodos de extragdo podem

interferir nos resultados do teor de compostos fendlicos, bem como na expressao da atividade
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antioxidante de materiais vegetais. Nesta pesquisa estes fatores também impactaram os teores
de flavonoides amarelos e o conteudo total de antocianinas monomeéricas da polpa de jambo

vermelho.

4. Conclusdes

O metanol acidificado (85:15 v/v) foi o melhor solvente na extracdo de compostos
fenolicos e de antocianinas monoméricas totais da polpa de jambo, enquanto a agua pura
destacou-se na extracdo de flavonoides amarelos. Assim, este estudo pode ser utilizado como
referéncia para escolha de tipos e combinacgdes de solventes mais apropriados para a extragao
de bioativos de frutos de jambo.

As polpas liofilizada e congelada obtidas sem aditivos sintéticos apresentaram
caracteristicas tecnologicas adequadas para industrializacdo e destacaram-se especialmente
como fonte de compostos bioativos. Todavia, a liofilizagdo preservou melhor a estabilidade
dos compostos bioativos estudados, sugerindo-se esse método como o mais apropriado para

obtencdo da polpa de jambo, a fim de preservar melhor o potencial funcional deste fruto.
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ARTIGO 3

Bebida lactea probidtica caprina isenta de lactose com adi¢ao de polpa de jambo como

fonte de bioativos
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Resumo: Esta pesquisa teve por objetivo desenvolver e caracterizar diferentes formulacdes de
bebida lactea probiotica caprina isenta de lactose bem como determinar a concentracdo de
polpa de jambo mais apropriada para sua obtencdo. As bebidas foram desenvolvidas com
variagdes nas concentracdes de leite caprino isento de lactose e de polpa de jambo congelada
(12, 15 e 18% m/v) e liofilizada (3, 6 e 9% m/v), correspondendo as formulacdes F1 a F6,
respectivamente. Houve reducédo significativa nas contagens médias do probidtico de 8,23
para 7,38 log UFC mL™, no indice de sinérese, no pH e aumento concomitante da acidez total
durante o armazenamento. As formulagcdes com maiores proporcdes de polpa congelada (F3)
e liofilizada (F6) respectivamente, destacaram-se pelos teores mais elevados de compostos
fenélicos (47,63 e 72,08 mg EAG 100 g™), antocianinas (10,04 e 50,80 mg cianidina-3-
glicosideo 100g™), acido ascérbico (12,23 e 41,68 mg 100 g 7, e atividade antioxidante
(12,10 ¢ 16,21 pmol TE g™). F3 apresentou aceitacéo global e intencdo de compra superiores
as demais formulacdes testadas. Contudo, confirmou-se através da ACP, que o PC1 associado
aos compostos bioativos sobressaiu sobre os atributos sensoriais, destacando-se como mais
importante para a qualidade das bebidas, sendo, portanto, F6 com a adi¢do de 9 % de polpa
liofilizada a formulacdo cuja concentracdo e o tipo de polpa sdo mais apropriados para sua
obtencéo.

Palavras-chave: Lacticaseibacillus paracasei, compostos bioativos, Syzygium malaccensis,

lacteo fermentado, beta-galactosidase
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1. Introducéo

A busca por alimentos que atendam a demanda dos consumidores por uma
alimentacdo saudavel impacta diretamente a industria alimenticia, que visa o fornecimento de
novos produtos com caracteristicas funcionais atraentes, conveniéncia e qualidade sensorial
adequada (Costa, Soares Junior, Rosa, Caliari, & Pimentel, 2017). A utilizacdo de probioticos
na obtencdo de produtos lacteos vem ao encontro dessa necessidade, o que justifica pesquisas
continuas sobre esse tipo de alimento e seus aspectos funcionais (Antunes et al., 2021).

Culturas probioticas sdo usadas como ingredientes na produgdo em larga escala de
alimentos lacteos funcionais devido aos diversos beneficios & salde associados ao seu
consumo (Al-Hindi; Ghani, 2020) Todavia, alérgicos as proteinas do leite bovino e
intolerantes a lactose ndo podem consumir os produtos lacteos obtidos (Valero-Cases et al.,
2020). O leite caprino, reconhecido por suas propriedades nutricionais e hipoalergénicas, pode
ser indicado para a alimentacdo de consumidores alérgicos as proteinas do leite bovino
(Santana et al., 2021), porém, ndo é recomendado na dieta de intolerantes a lactose. A
principal alternativa a este grupo diferenciado € o consumo de leite e derivados isentos desse
acucar obtidos através da hidrdlise enzimatica (Facioni et al., 2020). A lactose destaca-se
também como o principal componente do soro de leite, dificultando seu aproveitamento
(Argenta et al., 2021).

O soro de leite é reconhecido pela qualidade nutricional aliada ao elevado volume
produzido e baixo custo e, se descartado de forma inadequada, pode causar prejuizos
ambientais. Diante disso, a identificacdo de alternativas para um adequado aproveitamento
deste subproduto é fundamental e vem sendo investigada (Macwan et al., 2016). Varias
pesquisas abordam sua utilizacdo na obtencdo de bebidas lacteas com adicdo de frutos
tropicais como goiaba e graviola (Buriti, Freitas, Egito, & Santos, 2014), maméo e laranja
(Andrade, Martins, Rosenthal, Hauck, & Deliza, 2019), caja-manga (Cheuczuk, Rocha,
Busanello, Castro-Cislaghi, & Machado-Lunkes, 2018) e agai (Zoellner et al., 2009).Todavia,
ndo ha relatos na literatura sobre a utilizagcdo do soro de leite caprino na elaboracéo de bebida
lactea probidtica isenta de lactose e com adi¢do de polpa de jambo vermelho, sendo esta a
primeira pesquisa com tal finalidade.

O jambo vermelho (Syzygium malaccensis) € um fruto tropical caracterizado por
apresentar quantidades significativas de antocianinas (12,90 mg cianidina 3 - glicosideo 1009
1, flavonoides totais (12,86 mg 100g™) compostos fenélicos totais (14,81 mg EAG 100 g*)
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(Batista et al., 2016), teores de &cido ascérbico (171, 14 mg 100g™) e uma significativa
atividade antioxidante (25,92 umol TE g) (Nunes, Aquino, Rockenbach, & Stamford, 2016).
Destaca-se também pela coloragéo atrativa, com potencial aplicacdo como corante natural em
alimentos e bebidas. Entretanto, é utilizado apenas para consumo direto nas regifes
produtoras, resultando em grande desperdicio na época da safra (AUGUSTA et al., 2010).
Neste sentido, a adicdo do jambo vermelho em forma de polpa na formulacdo de bebidas
lacteas probidticas constitui uma alternativa para a insercéo do fruto na cadeia alimentar.
Diante deste contexto, objetivou-se com esta investigacdo desenvolver e caracterizar
através de analises fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais diferentes formulacdes de
bebida lactea probidtica caprina isenta de lactose durante o periodo de armazenamento
refrigerado, bem como determinar a concentracdo de polpa de jambo mais apropriada para sua
obtencdo, visando ampliar a oferta de produtos probiéticos a base de leite e frutas,
direcionado a dois grupos de consumidores com necessidades especiais: intolerantes a lactose

e alérgicos as proteinas do leite bovino.

2. Material e métodos

2.1. Culturas latica e probidtica

Lacticaseibacillus paracasei (anteriormente denominado Lactobacillus paracasei)
(BGP 1), Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus
liofilizados (Y450B) foram obtidos da SACCO Brasil (Campinas, Sdo Paulo, Brasil). Antes
da elaboracao das formulagdes, foi preparado o indculo que consistiu na pesagem e diluicao
de 1 g das culturas em 250 mL de leite caprino (previamente pasteurizado a 90 °C, tratado
com 0,07 % v/v de lactase por 5 h, e submetido a novo tratamento térmico a 85 °C para

inativacdo enzimatica) e incubacdo a 42 °C /2 h.
2.2. Obtencao e processamento das matérias-primas
O leite caprino e o jambo vermelho foram adquiridos na Unidade Académica

Especializada em Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Rio Grande do Norte,

Campus de Macaiba-RN.
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As polpas foram obtidas a partir de frutos que foram higienizados em &gua corrente,
sanitizados em agua clorada a 100 ppm por 15 min e secos a 28 = 1 °C. Posteriormente
sofreram corte longitudinal para remocao da semente, foram fracionados com casca (forma de
retdngulos de aproximadamente 3 x 4,5 cm) e despolpados em despolpadeira de frutas semi-
industrial (Itametal, Itabuna, Bahia, Brasil). A polpa obtida foi pesada, dividida em duas
porcdes, uma sendo encaminhada para liofilizacdo, e outra acondicionada em embalagens de
nylon-polietileno de 150 g e armazenada em freezer horizontal (Eletrolux, Sdo Paulo, Brasil)
a-18 °C.

A polpa liofilizada foi obtida dispondo-se 100 g da polpa de jambo fresca em bandejas
de aco inox de 18 cm e acondicionando a -18 °C / 48 h. Apo6s congelamento as bandejas
contendo as polpas frescas foram transferidas para o liofilizador (Terroni, Sdo Paulo, Brasil).
As condicbes de operacdo foram: temperatura de -30 °C por tempo de 48 h, velocidade
constante de 1 mm / h, véacuo variando de 80 pHg até 200 puHg. Os p6s obtidos foram
acondicionados em embalagens de nylon-polietileno, seladas a vacuo, e armazenadas em

temperatura ambiente (28 £ 1 °C) ao abrigo da luz.

2.3. Obtencéo do leite e soro caprino isentos de lactose

O leite caprino in natura foi pasteurizado a 75 °C / 15 s, resfriado a 10 °C e
adicionado de 0,07 % (v/v) de beta-galactosidase (Prozyn, Sdo Paulo, Brasil) proveniente da
levedura Kluyveromyces lactis com atividade de lactase de 50.000 ONPGU / g. Apds
incubagdo a 10 °C / 5 h, o leite caprino hidrolisado foi submetido a um tratamento térmico a
85 °C para inativacdo da enzima. O soro de leite caprino foi obtido a partir da producéo de
queijo de coalho. A hidrolise da lactose do soro, apds tratamento térmico a 65 °C e
resfriamento a 10 °C, envolveu a adicdo de 0,07 % (v/v) de beta-galactosidase. Apos
incubagdo a 10 °C/ 5 h, o soro caprino com a lactose hidrolisada foi submetido a um
tratamento térmico a 65 °C / 30 min para inativacdo da lactase, seguido de resfriamento a 10
°C. O teor de lactose foi avaliado conforme descrito por Burgner & Feinberg (1992), por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando-se um cromatografo liquido da marca
Agilent Technologies (Infinity 1260, EUA), com amostrador automatico (injecao de 20 uL),
sistema quaternario de solventes, forno de coluna e detector por espalhamento de luz

evaporativo (ELSD). A lactose ndo foi detectada no soro e no leite caprinos com adicao de f3-
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galactosidase, ambos sendo, portanto, considerados isentos de lactose (Brasil, 2017) e

utilizados posteriormente nas formulacGes das bebidas lacteas.

2.4. Elaboracdo das bebidas lacteas

Foram elaboradas seis formulacdes de bebidas lacteas probioticas, utilizando-se soro e
leite caprinos isentos de lactose, sacarose (Alegre, Mamanguape, Brasil), mistura estabilizante
(65 % de amido modificado e 35 % de gelatina) (Gemacon Tech, Natal, Brasil), cultura
starter composta por S. thermophilus e Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, cultura probiotica
(L. paracasei) (Sacco, Campinas, Brasil) e polpa de jambo vermelho. As formulagdes
constaram da variacdo nas concentracdes de polpa de jambo congelada, liofilizada e de leite
caprino isento de lactose. Adicionalmente, foi elaborada uma formulagdo controle (FO) na
qual nenhuma polpa foi adicionada a fim de avaliar os efeitos sobre a viabilidade da cultura
probidtica.

A elaboracdo das bebidas lacteas consistiu da adicdo de sacarose (10 % m/v) e da
mistura estabilizante (0,6 % m/v) ao soro caprino (40 % v/v) e ao leite caprino isento de
lactose (Tabela S1), e, em seguida, a mistura foi homogeneizada, pasteurizada (65 °C / 30
min) e resfriada a 42 °C, quando foram adicionados os in6culos da cultura starter (0,5 % v/v)
e da probiotica (1 % v/v) previamente preparados. As bases lacteas obtidas foram incubadas
em estufa (Tecnal, Sdo Paulo, Brasil) a 42°C até atingir o pH 4,6 (aproximadamente 4 h).
Posteriormente, foram resfriadas a 10 °C e adicionadas de diferentes concentragdes de polpa
de jambo congelada 12 %, 15 % e 18 % (m/v) que foram previamente descongeladas em
temperatura de refrigeracdo a 5 °C / 15 h, e de polpa liofilizada 3 %, 6 % e 9 % (m/v),
correspondendo as formulacbes F1, F2, F3, F4, F5 e F6, respectivamente. As bebidas foram
acondicionadas em embalagens de polietileno esterilizadas, com capacidade de 900 mL, cor
rosa, e armazenadas a 5 °C / 28 dias para analises posteriores, a serem realizadas em
diferentes intervalos de tempo (1, 7, 14, 21 e 28 dias).

2.5. Analises fisico-quimicas e de compostos bioativos das formulacGes

As diferentes formulacGes de bebidas lacteas elaboradas foram inicialmente
caracterizadas através das analises de lipidios (AOAC 2000.18), proteinas (AOAC 939.02),
acucares redutores (AOAC 923.09), cinzas (AOAC 930.22) e umidade (AOAC 950.46).
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Durante o armazenamento refrigerado (1, 7, 14, 21 e 28 dias) foram realizadas anélises de pH
(AOAC 947.05), acidez total (AOAC 920.124), acido ascorbico (AOAC 967.21) (AOAC,
2000) e indice de sinérese (Riener, Noci, Cronin, Morgan, & Lyng, 2010). Todas as analises

foram realizadas em triplicata.

2.6. Avaliacdo dos compostos bioativos e atividade antioxidante das formulacGes

2.6.1. Obtencédo dos extratos

A determinagdo de compostos fenolicos totais, antocianinas monomericas totais e de
flavonoides amarelos foi realizada com base em testes preliminares, diluindo-se 5 g das
formulacGes elaboradas com polpa congelada e liofilizada em 25 mL etanol/ agua destilada
(70: 30 v/v) (Neon, Sdo Paulo, Brasil). Ap6s homogeneiza¢do, 0s extratos foram
acondicionados em tubos de centrifuga do tipo Falcon de 50 mL onde permaneceram ao
abrigo da luz a 8 £ 2 °C por 24 h. Transcorrido este periodo, os extratos foram filtrados em

papel de filtro qualitativo e posteriormente analisados.

2.6.2. Determinacdo de compostos fendlicos totais, antocianinas monoméricas totais e

flavonoides amarelos

O conteudo de compostos fendlicos totais foi determinado usando o método de Folin-
Ciocalteau de acordo com Obanda, Owuor, & Taylor (1997) e os resultados foram expressos
em miligramas de equivalentes de 4cido galico por cem gramas da amostra (mg EAG 100g™).
O conteudo de antocianinas monoméricas totais (AMT) foi determinado por diferenca de pH,

conforme descrito por Giusti & Wrolstad (2001) e calculado como apresentado na Equacéo 1.

AMT = Ax MW x 1000/ (¢ x C) 1)

Sendo:

A: Absorbéncia (A510nm - A700nm) pH 1,0 - (A510nm - A700nm) pH 4,5;
MW: massa molecular da cianidina-3-glicosideo = 490 g mol™;

&: Absortividade molar de cianidina-3-glicosideo = 26900 M™ cm™;

C: Concentragdo do tamp&o (mg mL™)
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A anélise de flavonoides amarelos foi realizada segundo metodologia proposta por
Francis (1982) e os resultados foram expressos em miligramas por cem gramas de amostra
(mg 100g™). Todas as anélises foram realizadas em triplicata em espectrofotdmetro digital
(modelo 722N, Edutec, Sdo Paulo, Brasil), durante todo o periodo de armazenamento das
bebidas (1, 7, 14, 21 e 28 dias). A atividade antioxidante foi determinada através da
capacidade dos antioxidantes presentes nas amostras em desativar o radical estavel DPPHe,
segundo metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier & Berset (1995) e os resultados
calculados em relacéo a atividade do antioxidante sintético Trolox (Sigma-Aldrich, S&o Paulo,
Brasil).

2.7. Analises microbiologicas das formulacGes de bebida lactea

As formulagdes elaboradas foram inicialmente submetidas as analises de coliformes
totais e a 45 °C (NMP mL™) e pesquisa de Salmonella spp, (APHA, 2001), enquanto a
viabilidade das bactérias laticas foi determinada durante todo o periodo de armazenamento
das bebidas (1, 7, 14, 21 e 28 dias). L. paracasei foi enumerado em profundidade, utilizando o
meio de cultura 4gar MRS acrescido de propionato de sodio (0,3 % m/v) e cloreto de litio (0,2
% m/v) em anaerobiose a 37 °C / 72 h, conforme descrito por Vinderola & Reinheimer
(2000). Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus foi cultivado em profundidade em meio agar MRS
em anaerobiose a 45 °C / 48h, e Streptococcus thermophilus cultivado em superficie no meio
agar M-17 a 45 °C / 24 h em condicdes de aerobiose conforme proposto por Pimentel, Garcia,
& Prudencio (2012).

2.8. Analises sensoriais

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
do Rio Grande do Norte (nimero do parecer: 2.063.798/ CAAE: 65937117.3.0000.5537). As
diferentes formulacGes desenvolvidas foram submetidas ao teste de aceitagdo e intencdo de
compra, durante todo o periodo de armazenamento (1, 7, 14, 21 e 28 dias), sendo considerado
como critério de aceitagdo global a média > 7,0 (escala hedonica).

A intencdo de compra foi avaliada por meio de escala de cinco pontos (5 = certamente
compraria; 1 = certamente ndo compraria) e os atributos, cor, aroma, consisténcia, sabor e

aceitacdo global através de teste afetivo laboratorial com uso de escala hedbnica de nove
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pontos (9 = gostei muitissimo, 1 = desgostei muitissimo) (Meilgaard, Civille, & Carr, 1991).
As analises foram realizadas com os mesmos julgadores (n=57), durante todo o periodo de
armazenamento de avaliacdo das bebidas. Ambos os testes sensoriais foram realizados a partir
de cerca de 25 mL das formulagdes que foram servidas em copos descartaveis de 50 mL,
codificados com nameros aleatdrios de trés digitos. Foram oferecidos aos julgadores biscoitos

tipo cream cracker e agua mineral para eliminar o sabor residual entre as amostras.

2.9. Delineamento experimental e analise estatistica

Os experimentos foram realizados empregando o delineamento inteiramente
casualizado (DIC) e os resultados analisados por analise de variancia (ANOVA) com
comparacao de médias pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de significancia.

A anélise de componentes principais (ACP) foi realizada com os compostos bioativos
e 0s parametros sensoriais do 1° e 28° dias de armazenamento através dos preceitos
metodoldgicos estabelecidos por Sneath & Sokal (1973), a fim de auxiliar na definicdo da
concentracédo de polpa mais apropriada para obtencéo das bebidas. Os componentes principais
foram obtidos pela matriz de correlacéo utilizando-se 0 método de rotagdo ortogonal varimax,
visando conferir aos fatores maior potencial de interpretabilidade.

Empregou-se o software Statistica versdo 7.0 (Statsoft, Tulsa, EUA) para a realizacdo
da ANOVA e da ACP.

3. Resultados e discussoes

3.1. Caracterizacao fisico-quimica das formulacdes

Os maiores teores de lipideos, proteinas e aglcares redutores foram observados nas
formulacGes de bebidas com maiores concentragdes de leite caprino, enquanto os teores de
cinzas foram superiores nas formula¢Ges com maior concentracdo de polpa liofilizada (P <
0,05) (Tabela 1). Estes resultados s&o esperados tendo em vista que os frutos normalmente sdo
fontes de minerais, apresentam elevada atividade de agua e um baixo teor de proteinas e
gordura. Teores semelhantes de lipideos e cinzas e inferiores de proteinas foram relatados por
Buriti et al. (2014) em bebida l&ctea probidtica caprina elaborada com adi¢do de polpa de
goiaba.
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Tabela 1 — Caracterizacdo fisico-quimica’ das formulacdes de bebida lactea caprina
probidtica isenta de lactose com adicdo de polpa de jambo (congelada e liofilizada).

Formulacbes

Componentes F1 F2 F3 F4 F5 F6
Umidade 80,77°+0,01 81,31%+0,03 81,74°+0,03  78,65°+0,33 77,599+0,22 75,22°40,2
Aclcares 17,09%+0,05 15,00%°+0,05 13,86°+0,06 18,55°+2,78 16,25%+1,61 14,14%+1,7
redutores

Proteinas 2,40°+0,02  2,229+0,11  2,04°+0,02  2,95°+0,04 2,83 +0,06 2,74°+0,03
Lipideos 1,26°+0,05 1,22°+0,01  1,17°+0,01  1,47%+0,08 1,442 +0,03 1,41%+0,10
Cinzas 0,45°+0,02  0,46°+0,01  0,47°+0,03  0,59°+0,01 0,77°+0,01 0,87%+0,02

! Resultados expressos em percentual (mg 100 g™). F1, F2 e F3 (bebida lactea com adigdo de 12 %, 15 % e 18 %
de polpa de jambo congelada); F4; F5 e F6 (bebida lactea com adicdo de 3 %, 6 % e 9 % de polpa de jambo
liofilizada). Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas entre as formulag6es
pelo teste de Tukey (P < 0,05). Média + desvio padrédo, n = 3.

As formulacbes F4, F5 e F6 apresentaram teores de proteinas, gordura e cinzas
significativamente superiores (P < 0,05) a F1, F2 e F3 (Tabela 1) como resultado das
diferentes composicdes das polpas, submetidas ao congelamento ou a liofilizagdo.
Semelhantemente, Bezerra, Araujo, Santos & Correia (2015) haviam reportado valores mais
elevados de acgucares redutores e cinzas em frozen iogurte probiético caprino com adicdo de
polpa de jamboldo em pd, em relacdo ao adicionado de polpa de jamboldo congelada.

O teor de umidade das formulacdes elaboradas com a polpa de jambo congelada foi
mais elevado com o aumento de sua concentracdo (F3 > F2 > F1), enquanto o oposto foi
observado para as bebidas formuladas com a polpa liofilizada (F6 < F5 < F4). Verificou-se,
ainda, que de modo geral as bebidas com adicdo da polpa de jambo congelada apresentaram
teor de umidade superior (P < 0,05) & das formulagdes contendo a polpa liofilizada (Tabela 1).
Estes valores inferiores sdo esperados e decorrentes do processo de obtencdo da polpa
liofilizada adicionada as bebidas, que apresentou 8,75 % de umidade em relacdo a 91,09 % de
umidade da polpa congelada (artigo submetido).

Os valores de pH e acidez total das bebidas lacteas formuladas com diferentes
proporcdes de polpa diferiram significativamente (P < 0,05). Os valores de pH diminuiram (p
< 0,05) e a acidez total aumentou em relacdo as diferentes concentracfes de leite caprino
utilizadas e ao tipo da polpa adicionada durante 0 armazenamento (Tabela 2), 0 que também
foi verificado por Gomes et al. (2013), em analise de bebida lactea caprina formulada com
adicdo de gelatina de goiaba durante o periodo de armazenamento (28 dias), e por Vénica,
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Wolf, Bergamini, & Perotti (2016) em iogurte com reduzido teor de lactose, utilizando

Lactobacilus acidophilus La-5 como cultura probidtica durante 21 dias.

Tabela 2 — Valores de pH, acidez total e indice de sinérese (%) de bebidas lacteas probidticas
isentas de lactose com adigé@o de polpa de jambo (congelada e liofilizada) durante 28 dias de

armazenamento.
1 dia 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias

F1 4587+0,06  4,54°%+0,02 4,51%°+0,01 4,30%* +0,02 4,25 +0,07

F2  456"°+0,01  4,52°%%+0,02 4,50%%+0,03 4,24 +0,02 4,17°%+0,02

T F3  454™+0,13  4,52°%+0,07  4,50°#0,06 4,19 +0,03 4,10°"°+0,01
=S F4 4,46"°+0,01  4,32%° +0,03 4,26°°+0,01 4,21°"+0,01 4,115°+0,01
F5 4,42°9+0,01  4,29%°+0,01 4,21°°+0,06 4,12°%+0,02 4,08°*+0,03

F6 430%°+0,01  4,26°°+0,01  4,18"+0,01 4,055 +0,06 4,015 +0,10

_ F1  055>°#0,01 057°"+0,06  0,60%+0,01  0,61°°+0,01  0,62*'+0,00
[ F2  0,56%¢+0,01  0,58%¢+0,05 0,62°°+0,01 0,629 +0,05 0,64”¢ +0,01
= F3  0,60°#0,02 0,62°°°4+0,01  0,64%°#0,01  0,67°°+0,01 0,68 +0,05
S F4 065”001 0,66°°°+0,01 0,68°°+0,01 0,70"*° 0,01  0,71°°+0,01
B F5  067°°+0,01 0,69“+0,01  071°¢+0,01  0,72°°*+0,01  0,74*° 0,01
F6 0,71%40,01  0,71%+0,01 0,725%+0,01 0,735 +0,01 0,76 +0,09

F1  47,50%+129 4570°%%+0,53 42,32°""+116  44,25%*+0,12  41,09°°+1,01
oo F2 49874159 47,01%+1,00 4390°°+0,66 46,63 +057  47,43"%+0,51
3 S  F3  50,14%+162 48,33"%+208  4523“+1,08 47,53°%+0,50  48,27°%+1 42
S € F4  2690™+182 2617°°+176 26,08°°+0,41 2557°°+051  2593°°+0,85
= ©  p5 2457051 24,67°+152 23,13°%+081 22,67°%+058  20,78%'+1,06
F6  16,67°°+1,53 16,60°°+0,69  15,77°°+1,36  16,40"°+0,53  15,17°°+1,30

F1, F2 e F3 (bebida lactea com adicéo de 12 %, 15 % e 18 % de polpa de jambo congelada); F4; F5 e F6 (bebida
lactea com adicdo de 3 %, 6 % e 9 % de polpa de jambo liofilizada). Letras mailsculas diferentes na mesma
linha indicam diferencas significativas entre os periodos de armazenamento das bebidas. Letras mindsculas
diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas entre as formulagdes pelo teste de Tukey (P <
0,05). Média + desvio padrdo, n = 3.

O aumento da acidez total e a reducdo do pH das bebidas decorreu do aumento da
concentracdo da polpa (Tabela 2) cujo baixo pH (3,67) € caracteristico da mesma assim como
ja descrito por Espirito Santo et al. (2010) em iogurte probidtico adicionado de polpa de acai
liofilizada durante 28 dias de armazenamento. Tal comportamento € interessante desde que
ndo interfira na qualidade sensorial e nas caracteristicas tecnologicas das bebidas, pois,
valores de acidez mais elevados inibem o desenvolvimento de micro-organismos
deteriorantes, prolongando a vida atil do produto (Costa et al., 2017).

As bebidas F1, F2 e F3 elaboradas com adic¢do de polpa congelada apresentaram maior
indice de sinérese (P < 0,05) em oposicao as formulagdes F4, F5 e F6, adicionadas de polpa

liofilizada (Tabela 2). A sinérese & um problema tecnoldgico e os resultados obtidos nesta
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pesquisa sdo satisfatorios quando comparados a estudos anteriores conduzidos por Bezerra,
Souza, & Correia (2012) e aos achados de Fiorentini, Ballus, Oliveira, Cunha, & Klajn (2011)
que, analisando trés formulacdes de bebidas lacteas elaboradas com concentracdo inferior de
soro (30%) e com a combinacdo de diferentes culturas probidticas obtiveram valores
superiores. Durante o periodo de armazenamento, as formulagdes F1, F2, F3 e F5 avaliadas
apresentaram reducdo significativa da sinérese em fungédo do tempo (P < 0,05) (Tabela 2), o

que também foi reportado por Silva et al. (2017) em iogurte caprino probidtico.

3.1.2. Compostos bioativos e atividade antioxidante

As bebidas com adicdo da polpa liofilizada apresentaram concentracdo superior de
compostos fendlicos totais, antocianinas totais, flavonoides amarelos e acido ascorbico se
comparadas as formulagdes elaboradas com a polpa de jambo congelada (P < 0,05) (Tabela
3). Isto sugere que o processo de liofilizacdo empregado para obtengdo das polpas em po foi
eficaz, preservando os compostos bioativos presentes na polpa utilizada na formulacdo das
bebidas (F4, F5 e F6).

Tabela 3 — Teores de compostos fenélicos totais’, antocianinas monoméricas totais
flavonoides amarelos™, e acido ascorbico™ . presentes em bebidas lacteas probiéticas isentas
de lactose com adicdo de polpa de jambo (congelada e liofilizada) durante 28 dias de

armazenamento.
1dia 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias

o F1  4150"+141  39,59"+0,99  35,46°%+1,99 35,34°+0,13  33,23%°40,22
8 £ F2  4476"4055  40,73°°+0,77  37,55%+1,00  34,27°°40,15  32,04%+0,01
g g F3  47,63"°:0,29  4257%°+100  41,63%+0,84  3867°°+1,20  37,42°°+0,68
€S F4 67,14°+0,03 62,97°°+098  61,10°t0,20  59,53°°+0,47  59,06°°+0,03
82 F5 6938"+030 67,13%*+0,33  67,30°%+0,10  63,83°"+0,32  61,17°°+0,17
&£ F6  72,08"+098 6831°%+0,35  68,11°+0,88  67,45°%+0,75  66,03°°+0,97
" F1  848%x025  841°*x0,31  7,44%10,22 6,27°'+0,21  6,13°"+0,09
= F2  8,97%+0,12 7,89%° +0,09 7,83%%+0,01 7,03 40,17  6,60° +0,20
§ 2 F3 10,04°+0,03  9,03%'+0,47  9,01%°+0,11 8,92°'+0,06  8,73% 0,18
8 S F4 44824082  41,70°°+0,30  38,13°+0,36  3527°°+058  31,18%°+1,09
g F5  46,14™+114  44,09%°+0,09  40,10°°+0,86  38,19°°+0,12  36,83*+0,15
F6  50,80"+0,20  44,89%2+0,09  42,17°+0,48  39,16"%+0,09  37,19%+1,01
F1  1,63%°+0,02 1,62”¢ +0,06 1,60"° 0,03 1,58 +0,01 1,52”¢ +0,05
L9 F2 17471004  172°°*:006  1,64"°+0,03  161°%°:006  157°°:0,10
S F3 194004  1,93M+006  1,90°+0,20  187°°#0,02  1,84"+0,05
S E F4 470090 433001  4,697°:0,63  4,61°°+001  4,60°°+0,01
TS  F5  524"%074  512"+0,07 510" +0,90 5,07 £0,17  5,02"" 0,00
F6  6,95"2+0,85 6,832 +0,22 6,86"% +0,17 6,78"2+0,55 6,41 +0,09
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F1  9,87°°+0,36 8,79%¢+0,01 8,355¢8+0,06 8,21°°+0,19 7,94°%+0,15
F2  10,63°%*+0,31  9,47%°+0,10 9,34%%+0,08 8,73%°+0,09 7,81°8+0,22
F3  12,23%+0,02  11,30%9+0,20  10,18°+0,02 9,85°%+0,01 9,81°%+0,03
F4  2510°°+0,09  24,308°+0,10  23,47°°+0,01 22,19%°40,00  22,07°°+0,01
F5  33,40%°+0,35  32,09"°+1,00 32,83"°+0,90 30,57%°"+0,52  30,02°°+0,02
F6  41,68%+136  40,23°%+0,2  39,272+0,22  38,705°°+0,30  37,25%+0,15

Acido
Ascorbico

*k

Resultados expressos em: *mg EAG 100 g™; ™ mg cianidina-3-glicosideo 100g™; ™ mg 100 g™. F1, F2e F3
(bebida lactea com adicdo de 12 %, 15 % e 18 % de polpa de jambo congelada); F4; F5 e F6 (bebida lactea com
adicdo de 3 %, 6 % e 9 % de polpa de jambo liofilizada). Letras maitsculas diferentes na mesma linha indicam
diferencas significativas entre os periodos de armazenamento das bebidas. Letras mindsculas diferentes na
mesma coluna indicam diferencgas significativas entre as formulagdes pelo teste de Tukey (P < 0,05). Média +
desvio padréo, n = 3.

O maior teor de compostos fenolicos das bebidas adicionadas de polpa congelada e
liofilizada foi observado nas formulacdes F3 (47,63 mg EAG 100 g*) e F6 (72,08 mg EAG
100 g™) respectivamente. Todavia, durante 28 dias de armazenamento, as formulacdes
apresentaram reducéo significativa nestes valores (P < 0,05) (Tabela 3). Este efeito pode estar
relacionado com a decomposicdo dos compostos fendlicos poliméricos na presenca de
bactérias laticas durante o armazenamento refrigerado (Cho et al., 2017), bem como com a
interacdo entre esses compostos com as proteinas do leite, formando complexos insollveis
(Raikos, Ni, Hayes, & Ranawana, 2019). Esses resultados corroboram os relatos de Karaaslan,
Ozden, Vardin, & Turkoglu (2011), que também verificaram redugdo no conteldo de
compostos fendlicos de iogurte adicionado de extrato de uva em decorréncia do tempo de
armazenamento.

O teor de antocianinas totais também diminuiu durante o periodo de armazenamento e
diferiu significativamente entre todas as formulagdes avaliadas (P < 0,05) (Tabela 3). Esse
efeito ja era esperado, visto que as antocianinas sdo pigmentos altamente reativos e
dependentes de fatores como pH, atividade enzimatica e acdo microbiana, podendo se
degradar rapidamente durante o armazenamento (Raikos et al., 2019). Além disso, em
produtos a base de leite, esses compostos podem formar complexos com macromoléculas,
reduzindo sua disponibilidade (Geraldi, Tulini, Souza, & Martinis, 2018). Estes achados séo
consistentes com uma pesquisa anterior realizada por Silva et al. (2017), que obtiveram
reducdo no teor de antocianinas totais de iogurte caprino probidtico de uva durante 28 dias de
armazenamento.

Ja os teores de flavonoides amarelos, com excecdo da formulagcdo F2, ndo foram
significativamente afetados durante o armazenamento (P > 0,05) e foram os mais baixos

dentre todos o0s compostos bioativos avaliados. Todavia, o0s valores encontrados
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correspondem aos resultados relatados por Perna, Intaglietta, Simonetti, & Gambacorta
(2014), em iogurtes formulados com a adi¢ao de mel.

Verificou-se, ainda, que as bebidas apresentaram reducéo significativa no conteudo de
acido ascorbico durante o periodo de armazenamento (P < 0,05) (Tabela 3). Esse efeito
possivelmente esta relacionado com fatores que afetam a estabilidade do &cido ascorbico, tais
como a presenca de oxigénio e de enzimas, luz, pH, atividade de agua (Santos & Silva, 2008),
tempo de armazenamento e temperatura de refrigeracdo, que mesmo de forma lenta, pode
promover sua degradacgdo (Kaleem et al., 2016). Apesar dessa reducéo, os valores obtidos séo
superiores aos observados por Vosgan et al. (2016) em iogurte de cereja.

A formulacdo F6 com adicdo de 9 % de polpa de jambo liofilizada apresentou
atividade antioxidante significativamente superior (16,21 pmol TE g™) & F3, com adicdo de
18 % de polpa de jambo congelada (12,10 pmol TE g™) (P < 0,05), sendo consistentes com 0s
teores de compostos bioativos apresentados. Os resultados de ambas sdo, todavia, destacaveis,
guando comparados a atividade antioxidante de alguns frutos tropicais (Rufino et al., 2010) e
se comparados a escassez da atividade antioxidante de bebida lactea probidtica sem adicao de
polpa (Cheuczuk et al., 2018).

3.2. Andlises microbioldgicas das formulagoes

N&o foi constatada a presenca de coliformes a 35°C, a 45°C e de Salmonella spp,
indicando eficiéncia no processo de pasteurizacdo e uso das boas praticas de fabricacdo na
elaboracdo das bebidas lacteas avaliadas nesta pesquisa.

A Figura 1 apresenta a contagem de células viaveis de L. paracasei durante o periodo
de armazenamento refrigerado das bebidas. As contagens probiéticas variaram entre 8,23 a
7,85 log UFC mL™ nas formulacdes com adicao de polpa congelada, enquanto nas formuladas
com polpa liofilizada variaram de 8,58 a 7,38 log UFC mL™ durante 28 dias de
armazenamento, indicando uma reducdo significativa (P < 0,05) da cultura probiotica em
decorréncia do tempo, para todas as formulagdes testadas. Este efeito esta relacionado com a
reducdo do pH e concomitante aumento da acidez total, resultante do processo fermentativo
durante 0 armazenamento, o que também foi relatado por outros pesquisadores (Sah et al.,
2015; Kumar & Kumar, 2016). Contudo, apesar desta reducdo, as contagens da cultura

probiédtica permaneceram dentro do limite minimo recomendado que varia entre 7 a 8 log UFC
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mL™ no produto final (Shori, 2016; Ranadheera et al., 2019), enquadrando-se na categoria de

alimentos funcionais, que podem promover efeitos beneficios a satde dos consumidores.

Figura 1 — Viabilidade de L. paracasei em bebidas lacteas probidticas isentas de lactose com
adicéo de polpa de jambo durante 28 dias de armazenamento.
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FO (Controle), F1, F2 e F3 (bebida lactea com adigdo de 12 %, 15 % e 18 % de polpa de jambo congelada); F4; F5 e F6
(bebida lactea com adicéo de 3 %, 6 % e 9 % de polpa de jambo liofilizada). Letras maitsculas diferentes nos intervalos de
tempo distintos indicam diferencas significativas entre os periodos de armazenamento para cada bebida. Letras mindsculas
diferentes no mesmo periodo indicam diferengas significativas entre as formulagdes pelo teste de Tukey (P < 0,05). Média
+ desvio padrdo, n = 3.

Estes resultados diferem dos relatos de Pimentel et al. (2012) que verificaram um
sensivel aumento na viabilidade do L. paracasei (L. casei 01) durante 0 mesmo periodo de
armazenamento em iogurte desnatado elaborado com leite bovino, e aproximam-se dos
achados de Andrade et al. (2019), que constataram reducdo na viabilidade de Lactobacillus
acidophilus La-5 em bebida lactea adicionada de polpa de mamao e laranja, em decorréncia
do tempo, comprovando-se que a manutencdo da cepa probiotica varia segundo o tipo de
matriz e a cultura utilizada (Ranadheera, Evans, Adams, & Baines (2012).

Observou-se também que a adicdo de polpa de jambo ndo apresentou influéncia
negativa na viabilidade da cultura probiotica nem da cultura starter (Figura 2: A e B), tendo
em vista que a amostra controle (FO) ndo apresentou contagens superiores (P > 0,05) as das
formulacBes saborizadas. Kumar & Kumar (2016) também ndo observaram influéncia

significativa da adi¢do da polpa sobre a viabilidade da cultura probiética quando a formulacéo
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de iogurte probiotico elaborado com leite bovino e polpa de jamboldo foi comparada com a
amostra controle. Ja Tabasco et al. (2011) relataram uma notavel sensibilidade de S.
thermophilus aos extratos de uvas ricas em fenolicos, apesar de nenhum efeito prejudicial
sobre L. delbrueckii subsp. bulgaricus ter sido registrado.

A Figura 2 apresenta a viabilidade da cultura starter durante o periodo de
armazenamento refrigerado das bebidas avaliadas nesta pesquisa. Verificou-se que, ao
contrario de L. delbrueckii subsp. bulgaricus, a viabilidade do S. thermophilus das sete
formulacGes ndo diferiram significativamente entre si (P > 0,05), todavia, uma reducéo
significativa em decorréncia do tempo de armazenamento para ambas as cepas foi registrada
(P <0,05).

Figura 2 — Viabilidade de S. thermophilus (A) e L. delbrueckii subsp. bulgaricus (B) em
bebidas lacteas probioticas isentas de lactose com adicdo de polpa de jambo durante 28 dias
de armazenamento.
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FO (Controle), F1, F2 e F3 (bebida lactea com adi¢éo de 12 %, 15 % e 18 % de polpa de jambo congelada); F4; F5 e F6
(bebida lactea com adicédo de 3 %, 6 % e 9 % de polpa de jambo liofilizada). Letras maitsculas diferentes nos intervalos de
tempo distintos indicam diferencas significativas entre os periodos de armazenamento para cada bebida. Letras mintsculas
diferentes no mesmo periodo indicam diferengas significativas entre as formulages pelo teste de Tukey (P < 0,05). Média
+ desvio padrdo, n = 3.

As contagens médias de S. thermophilus das formulagdes com adicdo da polpa de
jambo congelada e liofilizada reduziram no decorrer do periodo de armazenamento e
corroboram os achados de Buriti et al. (2014), que também observaram reducéo significativa
na viabilidade de S. thermophilus (T-40) em bebida lactea caprina probidtica com adi¢do de
polpa de goiaba durante 21 dias. Ja as populacdes celulares de L. delbrueckii subsp.
bulgaricus foram inferiores as de S. thermophilus, variando de 7,21 a 6,84 log UFC mL™ nas
bebidas com adicdo de polpa congelada, e de 7,58 a 6,38 log UFC mL™ nas adicionadas de
polpa liofilizada. Sah, Vasiljevic, Mckechnie, & Donkor (2015), obtiveram resultados
superiores ao analisarem iogurte elaborado com leite desnatado reconstituido contendo cultura
starter e probidtica composta por L. casei (ATCC 393), L. paracasei (ATCC BAA52) e L.
acidophilus (ATCC 4356). Contagens baixas de L. delbrueckii subsp. bulgaricus séo, todavia,
mais interessantes, visto que esta cultura é a principal responsavel pela reducdo do pH de
produtos fermentados durante o armazenamento a ponto de afetar a viabilidade da cultura
probidtica (Pimentel, Garcia, & Prudencio, 2012).

3.3. Analises sensoriais
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As bebidas elaboradas apresentaram diferencas significativas para os atributos cor,
aroma e sabor em funcgéo do periodo de armazenamento e entre as formulag6es avaliadas (P <
0,05) (Tabela 4) A reducéo dos escores medios do atributo cor em funcao do tempo pode estar
associada a reducao na coloracdo devido & degradacdo das antocianinas presentes na polpa
utilizada na saborizagdo das bebidas, enquanto que a redugédo apresentada para os atributos
sabor e aroma sdo provavelmente decorrentes do aumento da acidez dos produtos
(previamente confirmada por meio da analise de acidez total das formulacGes), induzida pela
acdo das bactérias laticas no decorrer do tempo. Estes resultados sdo consistentes com 0s
achados de Silva et al. (2017), que avaliando o iogurte caprino probiotico adicionado de 15 %,
20 % e 25 % de preparado de uva durante 28 dias de armazenamento, obtiveram reducdo nas

médias dos mesmos atributos.

Tabela 4 - Valores dos atributos cor, aroma, sabor e consisténcia de bebidas lacteas
probidticas isentas de lactose com adicdo de polpa de jambo (congelada e liofilizada) durante
28 dias de armazenamento.

1 dia 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
F1  7,74%%+122 7,67°°+1,59 7,1975%+0 63 6,847 +1,06 6,67°° +0,81
F2  8,30""+0,68 7,84%°+1 03 7,425°+0,90 7,03°P 40,75 6,81°%°+0,72
5 F3  8,89+0,31 8,46 +0,60 8,10%+0,57 7,58 0,70 7,14%+0,66
O F4  7,98°+108 7,385 +1 14 7,035¢°+0 84 6,82°"+0,78 6,63°°+0,73
F5  8,44"°+0,59 7,585°+1,44 6,89°°+0,65 7,01%°+1,14 6,93°%+0,94
F6 8,96"%+0,18 8,38 5%+0 65 7,30°°+0,80 7,16%% +0,90 7,07 +0,70
F1 744" +1,25 7,24% +1,30 6,98"5°+0,72 6,615% +0,99 6,56°°°+0,63
o F2  7,79"°+094 751" +136  735"°+077  6,72"°"+1,30  6,70%°+0,88
Aab Aa, ABabc Ba Ba
£ F3  7,84°%+1,01 7,73%%+0,93 7,36"8%°+1 03 7,16% +1,24 7,075%+1,25
Z F4  7,53°+0,86 7,35%°+1 20 7,09%%°+0,43 6,47% +1,02 6,44%°+0,71
F5  7,81°%+0,93 7,61°% +1,33 7,37°5%+0 64 6,955 +1,09 6,915%°+0,95
F6  8,02°%+0,69 7,98 +0,83 7,53%9+0,50 7,05 +0,61 7,01+0,84
F1  7,47"°°+1,67 7,35%5°40,89 6,95"5*+0 77 6,84%°+0,70 6,51°+0,85
F2  7,917%"+1,07 7,5178% +0,68 7,28%%+0,94 7,07%% 40,73 6,56°*+1,00
S F3  8,24%+0,95 7,95°%%40,99 7,49°°+0,83 7,31°%%40,83 7,01°°+0,90
3 F4  7,88°°+1,00  7,72°% +0,05 7,265%°+0,94 6,75%° 0,76 6,26"°+1,04
F5  7,93"%+0,86 7,84%% +0,62 7,155%+1 11 6,91%°+0,66 6,895%+1,02
F6 8,23"%+0,98 7,88 +0,57 7,17%%+0,85 7,095 +0,71 6,95%%+1,06
5 F1  7,70+0,81 7,44752 0,69 7,35 2B+0 74 7,30 AB4+0 59 7,10 B2+0,83
S F2  7,54"%+0,78 7,337 +1 02 7,178 +0,91 7,147% 10 19 7,038 40,34
< F3  7,517%+0,93 7,287 +0,64 7,147 +0 87 7,107 +0,72 7,025% 40,66
@ F4  7,60"+0,54 7,495 40,90 7,35%52 40,91 7,19%82 40,15 7,075 40,24
3 F5  7,72°%20,19  751°% 2056  7,42°%x107  7,33°% 1047 7,174 +0,30
F6  7,80"%+0,35 7,607 +1 32 7,56 %% +0,93 74778 +0 56 7,18 +1,10

F1, F2 e F3 (bebida lactea com adicdo de 12 %, 15 % e 18 % de polpa de jambo congelada); F4; F5 e F6 (bebida lactea com
adicdo de 3 %, 6 % e 9 % de polpa de jambo liofilizada). Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferengas
significativas entre os periodos de armazenamento das bebidas. Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam
diferencas significativas entre as formulagGes pelo teste de Tukey (P < 0,05). Média + desvio padrdo, n = 57.
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As maiores médias iniciais dentre os atributos analisados corresponderam a cor e 0s
melhores escores foram das formulagfes com maior concentragdo de polpa congelada (F3) e
liofilizada (F6). Sabor e aroma também apresentaram aumento nos escores em funcao do
aumento da concentracdo de polpa de jambo. Assim, a adi¢do das polpas resultou na cor das
bebidas mais atrativa e os atributos sabor e aroma mais agradaveis, influenciando
positivamente na aceitagdo. J& para o atributo consisténcia, as médias diferiram
significativamente em decorréncia do tempo de armazenamento, mas nao entre as
formulacGes avaliadas (P > 0,05). Estes resultados corroboram os reportados por Buriti et al.
(2014), para 0os mesmos atributos em bebida lactea probiotica caprina com adi¢do de 15 % de
polpa de goiaba.

A aceitagdo global diminuiu significativamente em decorréncia do tempo de
armazenamento e diferiu entre as formulagdes avaliadas (P < 0,05). As bebidas s6 foram
consideradas aceitas quando apresentaram médias > 7,0 para esse quesito (Costa et al., 2016).
Seguindo este critério, todas as formulacfes apresentaram aceitacdo satisfatéria durante 21
dias de armazenamento, todavia, a formulacdo F3 destacou-se das demais durante todo o
periodo avaliado com escores variando de 8,5 a 7,2 (Figura 3). Médias de aceitacdo inferiores
as obtidas nesta pesquisa utilizando escala hedénica de 9 pontos foram registradas por
Ranadheera et al. (2012), em iogurte probiético caprino natural e com adi¢do de suco misto de
frutas, ap6s uma semana de armazenamento.

Figura 3 — Aceitacdo global de bebidas lacteas probioticas isentas de lactose com adicéo de
polpa de jambo (congelada e liofilizada) durante 28 dias de armazenamento.
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F1, F2 e F3 (bebida lactea com adicéo de 12 %, 15 % e 18 % de polpa de jambo congelada); F4; F5 e F6 (bebida lactea com
adicdo de 3 %, 6 % e 9 % de polpa de jambo liofilizada). Letras maitsculas diferentes nos intervalos de tempo distintos
indicam diferencas significativas entre os periodos de armazenamento para cada bebida. Letras minGsculas diferentes no
mesmo periodo indicam diferengas significativas entre as formulagées pelo teste de Tukey (P < 0,05). Média + desvio
padrdo, n = 57.
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As bebidas apresentaram diferenca significativa em funcdo do periodo de
armazenamento e entre as formulacdes avaliadas (P < 0,05) quanto a intencdo de compra,
sendo que a formulagdo F3 apresentou pontuagdes superiores as demais, com médias variando
entre 4,72 a 4,02 durante 28 dias, correspondendo aos termos hedonicos “sempre compraria”
e “compraria frequentemente”, ratificando a boa aceitagdo atribuida e apontando para as
perspectivas de consumo, no caso de uma producdo comercial. As demais formulagdes
atingiram médias inferiores, variando entre 4,35 a 3,49. Esses resultados aproximam-se dos
reportados por Silva et al. (2017), em andlise de intengdo de compra de iogurte caprino

probidtico adicionado de 15 % de preparado de uva, durante 28 dias de armazenamento.

3.4. Analise Multivariada

Os quatro primeiros componentes principais contribuiram para explicar 75.67 % da
variacdo total dos compostos bioativos e dos parametros sensoriais das formulacGes (Figura 4
A, sendo o CP1 (39,24 %), CP2 (14,99 %), CP3 (10,97 %) e CP4 (10,47 %) considerados
suficientes para representar a dispersdo entre as amostras no 1° dia de armazenamento
refrigerado. Quatro das variaveis analisadas foram as mais importantes para a variacédo total
no primeiro componente (CP1): compostos fenolicos totais (0,97), antocianinas monomeéricas
totais (0,98), flavonoides amarelos (0,99) e acido ascorbico (0,99), pois a correlacdo entre
essas variaveis (fator de carga) estava acima de 0,70 (Cruz & Regazzi, 2003). J& a intencdo de
compra e o aroma foram as varidveis sensoriais mais importantes para explicar as variacdes
do CP3 (10,97 %) e do CP4 (10,47 %), respectivamente.

Os quatro primeiros componentes principais contribuiram para explicar 71,97 % da
variacdo dos dados ap0s 28 dias de armazenamento (Figura 5B), valor inferior a encontrada
para 0 1° dia, confirmando que ocorreram modificacdes nas concentracfes dos compostos
bioativos e nas respostas para 0s atributos sensoriais das bebidas ao longo do armazenamento.
A variagdo dos dados foi distribuida entre o CP1 (37,37 %), CP2 (13,32 %), CP3 (11,24 %) e
CP4 (10,0), e as variaveis pertencentes aos compostos bioativos com maior importancia para a
variacdo total também se agruparam no CP1: compostos fendlicos totais (0,89), antocianinas
monomeéricas totais (0,98), flavonoides amarelos (0,99) e &cido ascérbico (0,99), enquanto as

variaveis mais importantes para a variagdo do CP2 foram o sabor (0,74) e no CP3 a aceitagdo
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global (0,73), indicando alteragdes nos atributos relacionados com a qualidade sensorial das
bebidas.

Figura 4- Analise de Componentes Principais (PCA) de compostos bioativos e parametros
sensoriais do 1° dia (A) e ap0ds 28 dias (B) de armazenamento.
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De acordo com Sameer, Ganguly, Khetra, & Sabikhi (2020), a quantidade méxima da
variacdo de dados ¢ associada ao 1° CP e progressivamente, uma menor variacdo € associada
a outros componentes subsequentes. Nesse estudo, durante o periodo de armazenamento das
bebidas, o CP1 associado aos compostos bioativos destacou-se como mais importante para a
qualidade das bebidas em relacdo aos demais componentes principais relacionados aos
atributos sensoriais. Pode-se, assim, a partir das ACPs realizadas, considerar que o maior teor
de compostos bioativos é parametro suficiente para confirmar que F6 destacou-se em relacédo

a F3, apesar desta ter apresentado aceitacdo global e intencdo de compra superior.

4. Conclusdes

As formulagdes de bebida lactea caprina adicionadas de polpa de jambo apresentaram
caracteristicas tecnoldgicas relevantes e destacaram-se especialmente como fonte de
compostos bioativos e atividade antioxidante.

A adicdo de polpa de jambo vermelho nas formulagdes da bebida ndo influenciou
negativamente na viabilidade de L. paracasei, portanto, pode ser considerada uma matriz
propicia para a manutencdo de viabilidade satisfatoria dessa cultura probiotica.
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Considera-se que a formulacdo F6, com a adicdo de 9% m/v de polpa liofilizada, é a
formulacéo cuja concentracdo e o tipo de polpa sdo mais apropriados para obtencéo da bebida.
Esta pesquisa foi a primeira a relatar a aplicacdo bem sucedida do L. paracasei
associado a cultura starter em bebida lactea caprina isenta de lactose com adicéo de polpa de

jambo vermelho.
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Tabela S1- Proporcdo dos ingredientes utilizados nas formulacdes de bebida lactea caprina
probiodtica isenta de lactose com adi¢do de polpa de jambo (congelada e liofilizada).

Formulacdes

% FO F1 F2 F3 F4 F5 F6
Sacarose 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Mistura 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60
estabilizante
L. paracasei 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Cultura starter 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
'Polpa JL - - - - 3,00 6,00 9,00
*Polpa JC - 12,00 15,00 18,00 - - -
*Soro CIL 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
*Leite CIL 47,90 35,90 32,90 29,90 44,90 41,90 38,90

Polpa de jambo liofilizada; “Polpa de jambo congelada; *Soro de leite caprino isento de lactose; “Leite caprino
isento de lactose. FO (controle/ sem adicdo de polpa); F1, F2 e F3 (bebida lactea com adicéo de 12 %, 15 % e 18
% de polpa de jambo congelada); F4; F5 e F6 (bebida lactea com adicdo de 3 %, 6 % e 9 % de polpa de jambo
liofilizada).
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5 CONCLUSOES GERAIS

As bebidas lacteas probidticas caprinas isentas de lactose com adi¢do de polpa de
jambo vermelho apresentaram viabilidade do probiético suficiente para promover beneficios a
saude do consumidor, ao longo do periodo de armazenamento. Também apresentaram
aceitacdo sensorial satisfatoria, caracteristicas tecnologicas relevantes, teores consideraveis de
compostos bioativos e uma significativa atividade antioxidante, mostrando-se como produto
promissor aos consumidores com restricbes alimentares (intolerantes a lactose e alérgicos as
proteinas do leite bovino). Dentre as bebidas elaboradas, F6, com adicdo de 9% de polpa
liofilizada de jambo foi a formulacdo cuja concentracdo e o tipo de polpa resultaram nos
melhores resultados. Assim, essa bebida destaca-se como alternativa para agregar maior valor
econdmico ao jambo vermelho, bem como para fomentar a cadeia de produtos a base de leite
de cabra, sendo este o primeiro estudo a relatar a aplicacdo bem sucedida do L. paracasei

associado a cultura starter na obtencdo desse tipo de produto.
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