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Resumo Geral

Leites fermentados probidticos s&o considerados alimentos funcionais,
devendo conferir protecdo as culturas. A alta pressado dinamica (APD) vem sendo
investigada como alternativa na producdo de leite fermentado, pois altera a
funcionalidade de alguns constituintes. Este trabalho objetivou avaliar o uso de leite
submetido a APD na cinética de fermentacao de S. thermophilus e L. acidophilus,
bem como a viabilidade das culturas, as caracteristicas fisico-quimicas e reoldgicas
durante a estocagem refrigerada do leite fermentado probidtico.

Leite (3% de gordura) foi submetido ao processo de APD (100MPa e 200MPa)
e comparados com controle (15/5MPa), e avaliada a cinética de fermentacao (pH),
atividade proteolitica e a viabilidade durante a fermentagéo do L. acidophilus (Cap.2).
Outro experimento foi realizado com leite (2% de gordura) submetido a APD
(50/5MPa, 100/5MPa, 150/5MPa e 180/5MPa) e comparado com o controle
(15/5MPa), no qual foi avaliada a cinética de fermentacao de S. thermophilus em co-
cultura com L. acidophilus (Cap.3), bem como o comportamento reolégico (Cap.3) e
as caracteristicas fisico-quimicas (Cap.4) do leite fermentado probiético durante a
estocagem refrigerada.

A cinética de fermentacao de Lactobacillus acidophilus foi alterada pela APD
(100MPa e 200MPa) em comparagdo com o controle (15/5MPa), aumentando
consideravelmente o tempo de fermentacdo com o aumento da pressao, sendo que
apds 24 horas de fermentacdo as amostras apresentaram valores de pH 4,49
(15/5MPa), pH 4,72 (100MPa) e 4,93 (200MPa). A atividade proteolitica foi alterada,
sendo que pressdes elevadas reduziram a atividade, atingindo no final da
fermentacdo uma reducdo de 21,39% (100MPa) e 35,89% (200MPa), quando
comparadas com o controle. Além disso, as amostras submetidas a APD
apresentaram menor numero de células vidveis de L. acidophilus no fim da

fermentacao em relacao ao controle (0,28 ciclos log) (p<0,05).

Xiii



A cinética de fermentacdo do Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
acidophilus nao foi alterada pela APD. O comportamento reolégico durante a
fermentacdo de leite processado a 100/5MPa e 180/5MPa apresentou correlagao
positiva entre a pressao usada com a consisténcia do leite fermentado, gerando um
produto com maior consisténcia. Além disso, o processo de APD aumentou a
capacidade de retencao de agua (CRA) em 9,15% e reduziu a sinérese espontanea
do produto em 31%, entre o controle e a amostras processada a 180/5MPa.

A viabilidade do S. thermophilus nao foi (p<0,05) influenciada pela APD
(50/5MPa, 100/5MPa, 50/5MPa e 180/5MPa) em comparagdao com a
homogeneizacdo convencional (15/5MPa) durante a estocagem refrigerada,
reduzindo a contagem em aproximadamente 0,2 ciclos log em todos os tratamentos
estudados. A viabilidade do L. acidophilus foi maior na amostra processada a
180/5MPa a partir do 14° dia, em comparacdao ao controle (15/5MPa). O pH
apresentou uma pequena reducado (p<0,05) somente na amostra processada a
180/5MPa no ultimo dia. A atividade proteolitica das culturas nédo foi influenciada pela
ADP.

Os resultados demonstraram que a APD pode melhorar a textura de leite
fermentado, aumentar a capacidade de retencao de agua, reduzir a sinérese e alterar
a cinética de fermentacao, dependendo da cultura utilizada. No entanto, a viabilidade
das culturas, a reducado do pH e a atividade proteolitica ndo sofreram alteracoes
expressivas pela APD, apesar de apresentar diferencgas significativas.

Palavras-chave: Homogeneizacao por alta pressao « processo nao térmico ¢

Lactobacillus acidophilus « Streptococcus thermophilus « alimentos funcionais e
iogurte.
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Summary

Probiotics fermented milk are considered functional food, should provide
protection to cultures. Dynamic high pressure (DHP) is being investigated as an
alternative in the production of fermented milk, because changing the functionality of
some constituents. This study evaluated the use of milk submitted to DHP in
fermentation kinetics of S. thermophilus and L. acidophilus, as well as the viability of
the cultures, the physico-chemical and rheological during refrigerated storage of
fermented milk probiotic.

Milk (3% fat) was subjected to the process of DHP (100MPa and 200MPa) and
compared with control (15/5MPa), and evaluated the kinetics of fermentation (pH),
proteolytic activity and viability during fermentation of L. acidophilus (Cap.2). Another
experiment was performed with milk (2% fat) subject to DHP (50/5MPa, 100/5MPa,
and 150/5MPa 180/5MPa) and compared with the control (15/5MPa), in which was
evaluated the kinetics fermentation of S. thermophilus in co-cultured with L.
acidophilus (Cap.3), and rheological behavior (Cap.3) and the physico-chemical
(Cap.4) of probiotic fermented milk during refrigerated storage.

The fermentation kinetics of Lactobacillus acidophilus was modified by DHP
(100MPa and 200MPa), comparated to control (15/5 MPa) considerably increasing
the fermentation time the higher the pressure used, and that after 24 hours of
fermentation samples showed pH 4.49 (15/5MPa), pH 4.72 (100MPa) 4.93 (200MPa).
The proteolytic activity was changed, with elevated pressures reducing proteolytic
activity at the end of the fermentation, reaching a reduction of 21.39% (100MPa) and
35.89% (200MPa) compared with the control. In addition, the samples submitted to
APD had lower number of viable probiotics in the end of fermentation compared to
control (0,28 log cycles) (p<0.05).

The fermentation kinetics of Streptococcus thermophilus and Lactobacillus
acidophilus was not altered by DHP. The rheological behavior during fermentation in
milk processed by DHP (100/5 MPa and 180/5 MPa) demonstrated a positive
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correlation between the pressure and consistency of the fermented milk. Moreover,
the process of DHP favored water-holding capacity (WHC) in 10.13% and reduced
syneresis spontaneous in 31% between the control and 180/5 MPa.

The viability of S. thermophilus was not influenced by DHP (50/5MPa,
100/5MPa, 150/5MPa and 180/5MPa), comparated to conventional homogenization
(15/5 MPa) during refrigerated storage, reducing the count in approximately 0.2 log
cycles in all treatments. The viability of L. acidophilus was higher in the processed
sample 180/5MPa from day 14, compared to the control (15/5 MPa). The pH showed
a small reduction in sample subject to 180/5 MPa at the final day of storage. The
proteolytic activity of the culture was not influenced by DHP.

The results showed that the DHP may improve the texture of fermented milk,
increase water-holding capacity, reduce syneresis and alter the kinetics of the
fermentation. However, viability of cultures, the decrease in pH and proteolytic activity
did not change by DHP, despite showing significant differences.

Keywords:

High pressure homogenization + non-thermal process < Lactobacillus
acidophilus « Streptococcus thermophilus « functional foods « yogurt.
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Revisao Bibliografica e Objetivos

1.1 Leite fermentado

1.1.1 Mercado

As bebidas a base de leite fermentado englobam uma ampla variedade de
produtos que sao regulamentados pelo Padrao de Identidade e Qualidade de Leites
Fermentados. Entende-se por leite fermentado os produtos resultantes da
fermentacao do leite pasteurizado ou esterilizado, por um ou varios dos seguintes
cultivos: Lactobacillus  acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium sp.
Streptococcus salivarius subsp thermophilus e/ou outras bactérias acido lacticas, que
por sua atividade contribuem para as caracteristicas do produto final. Além disso,
estes micro-organismos especificos devem ser viaveis, ativos e abundantes no
produto durante seu prazo de validade (BRASIL, 2007).

Os produtos derivados do leite fermentado sdo amplamente consumidos e
relacionados com alimentos funcionais e promogéo a saude, gerando um aumento
consideravel no consumo destes alimentos, principalmente quando adicionados de
micro-organismos probiéticos (MOHAMMADI, 2012; SLOAN, 2012). O mercado de
alimentos contendo probiéticos € mais ativo nos paises desenvolvidos como em
alguns paises europeus, Estados Unidos, Japao e Australia. Contudo, o setor lacteo
€ o0 segmento mais desenvolvido no mercado de produtos probidticos, com iogurtes e
leites fermentados disponiveis em embalagens com formato de "dose diaria"
(FARNWORTH, 2008).

O mercado de leite fermentando probiético representa uma parcela importante
da economia, favorecido pela crescente popularidade do produto como um alimento
funcional. Além disso, outros fatores que favoreceram a venda do iogurte foi a
reducdo de gordura e a classificagdo do produto como “iogurte natural’, o que
representou nos ultimos anos um aumento nas vendas de 8,1% e 16,8%,
respectivamente (DAIRYCO, 2013). Segundo a Nutraceltical World (2010) o mercado
mundial de iogurte atingira em 2015 o valor de US$ 67 bilhdes, prevendo um
aumento anual de 6% nas vendas, o que representa 49,6 milhdes de toneladas. Os
alimentos probidtico atingiram US$ 27,9 bilhdes em 2011, com projecéo de alcangar

26



Capitulo 1

US$ 44,9 bilhdes em 2018, sendo que somente os produtos lacteos probibticos
deverao alcancar US$ 32,2 bilhdes, com taxa composta de crescimento anual de
6,8% entre 2013 e 2018 (TRANSPARENCY MARKET RESEARCH, 2013).

Na América Latina o mercado de alimentos funcionais obteve uma taxa de
crescimento de 32% entre 2005 e 2007, sendo que o Brasil e 0 México possuem um
potencial emergente no consumo destes produtos por apresentarem uma economia
em desenvolvimento e aumento no interesse por estes alimentos, impulsionado
principalmente pela publicidade que divulga a promogdo a saude inerente aos
produtos probioéticos. No Brasil as vendas de alimentos funcionais atingiram US$ 500
mil o que corresponde a 1% dos alimentos vendidos em 2007. Sendo que, 65 % dos
alimentos funcionais comercializados no pais s&o produtos probioticos. Outro fator de
destaque é que de todos os probidticos apenas o género Lactobacillus representou
61,9% das vendas no mundo em 2007 (GRANATO et al., 2010a; GRANATO et al.,
2010b).

1.1.2 Processo de fabricacao de leite fermentado firme

O processamento do leite fermentado € amplamente conhecido, sendo este
produto comercializado como leite fermentado firme ou leite fermentado batido.
Contudo, a principal diferenca entre esses dois tipos de produto € a etapa de
rompimento do gel, que no leite fermentado batido ocorre ap6s a fermentacdo e no
leite fermentado firme é inexistente, sendo a etapa de fermentacao executada dentro
da embalagem em que sera comercializado (TAMINE e ROBINSON, 1999). O
fluxograma de producéo do leite fermentado firme esta representado a seguir (Figura
1.1), e as principais etapas detalhadas nos topicos seguintes.

27



Revisao Bibliografica e Objetivos

l Recepcdodo leite
v

[ Padronizagdodoleite

o

| Homogeneizacgdo

o

| Tratamento térmico

o
| Adicdo da cultura

o

Envase

o

Fermentacao

o

Resfriamento do gel

Figura 1.1. Fluxograma do processamento de leite fermentado firme. (Adaptado de
Tamine e Robinson, 1999).

1.1.3 Padronizacao do leite

O leite é basicamente composto de agua, proteinas, carboidratos, gordura,
minerais e vitaminas, sendo que o teor de cada componente varia de acordo com a
estagdo do ano, idade do animal, fase gestacional, raga, tipo de alimentagao, entre
outros (WALSTRA, WOUTERS, GEURTS, 2006). Contudo é de fundamental
importancia padronizar o leite para a fabricacdo de leite fermentado, uma vez que
diferencas no conteudo de extrato seco podem interferir na qualidade final do
produto, afetando a consisténcia e atributos sensoriais como o gosto e aroma
(OZER, 2010).

A gordura presente no leite contribui para a sensacdo de cremosidade,
tornando o produto mais agradavel na boca, além de contribuir com a textura pela
capacidade de interagir com a rede proteica (LUCEY, MUNRO, SINGH, 1998).
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Geralmente utiliza-se leite padronizado ou integral (3,0 a 4,2%), semi-desnatado
(1,5%) ou, desnatado (<0,5%). A padronizacdo da gordura pode ser feita (a) pelo
desnate do leite utilizando centrifuga, (b) misturando leite integral com leite
desnatado, ou (c) adicdo de creme ao leite desnatado (TAMINE e ROBINSON,
1999).

O conteudo de sélidos nao gordurosos contribui especialmente para a textura
do leite fermentado, sendo que quanto maior a concentracdo de sélidos maior a
viscosidade do produto final. A padronizagdo pode ser feita adicionando
preferencialmente leite em pd, soro em pd, concentrado proteico de soro e/ou
caseina em pé. Porém a adicao destes constituintes € limitada, uma vez que a
concentragcado excessiva de sélidos torna o processo inviavel (TAMINE, 2006). Dessa
forma, o conteudo de sdlidos totais (incluindo a gordura) pode variar de baixos teores
de sélidos 9% a altos teores 30%. Contudo para o melhor custo/beneficio
recomenda-se de 15 a 16% de sdlidos, pois valores abaixo formam um gel de
estrutura fraca e acima pouco impactam no aumento da textura (entre 16 e 20%) e
concentragdes ainda mais elevadas (> 25%) podem reduzir a mobilidade molecular e
dificultar a atividade metabdlica de algumas culturas (TAMINE e ROBINSON, 1999).

1.1.4 Homogeneizacao

O leite & uma tipica emulsao de éleo em agua no qual os glébulos de gordura
(com tamanhos entre 0,1 a 15 ym, com predominancia a 3,5 um) estao envoltos por
uma fina membrana composta basicamente de proteinas, fosfolipidios e lipideos
(FOX e McSWEENEY, 1998). Contudo, durante a etapa de fermentacdo o leite
permanece em repouso por um longo periodo, promovendo a suspensdao dos
glébulos de gordura, demasiadamente grandes, na superficie do leite. Portanto é
necessario aplicar o processo de homogeneizacdo com o objetivo de reduzir o
tamanho dos glébulos (0,1 a 2,0 um) e evitar a separacgao e aglutinacao (AFONSO e
MAIA, 1999, ZAMORA et al., 2012).
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A reducdo no tamanho dos glébulos de gordura aumenta a superficie total dos
glébulos ocasionando quantidade insuficiente de membrana para recobrir toda sua
superficie e manter a emulsdo estavel. Por esse motivo as proteinas do leite,
principalmente caseina, aderem-se a superficie da gordura atuando como
emulsificante, e consequentemente promovendo a textura de leite fermentado, uma
vez que a gordura adsorvida sobre as proteinas atua favoravelmente na estrutura do
gel durante a fermentacao (LUCEY, MUNRO, SINGH, 1998; TAMINE e ROBINSON,
1999).

O processo de homogeneizagao, convencionalmente aplicado nas industrias,
fundamenta-se na passagem forcada do leite por uma passagem estreita. Portanto
observa-se maior eficiéncia do processo quando sdo utilizas condigdes favoraveis a
tecnologia, tais como: (a) temperatura adequada; (b) pressdo correta de
homogeneizacéo; e (c) niveis de gordura. A temperatura do leite durante a passagem
deve ser superior a 60 °C, isso garante que toda a gordura estara na forma liquida,
ou seja, ha auséncia de cristais de gordura. As pressodes utilizadas, geralmente nao
ultrapassam 20 MPa, podendo ser em um Unico estagio ou combinadas em dois
estagios (ex.: 15 MPa no primeiro estagio e 5 MPa no segundo estagio). Entretanto,
a homogeneizacdo em dois estagios somente se faz necessario quando o conteldo
de gordura é alto (creme), onde os globulos facilmente coalescem (TAMINE e
ROBINSON, 1999).

Alguns estudos apontam que a utilizacdo da homogeneizagéo por alta pressao
(50 a 300 MPa), promove efeitos em diversos constituintes do leite, porém este tema
sera melhor abordado no item 1.5.

1.1.5 Tratamento térmico

O tratamento térmico aplicado ao leite para a fabricacdo de leite fermentado
pode utilizar diversas combinagcées de tempo x temperatura, sendo denominado
tratamento HTSH (high temperature/short holding), variando de 90 a 95 °C por5a 10
minutos ou LTH (low temperature holding) 80 a 85 °C por 30 minutos. Essas

temperaturas sao altas o suficiente para destruir patdégenos, micro-organismos
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competidores e algumas enzimas enddgenas, porém o principal fator associado ao
tratamento térmico é a precipitacdo de proteinas do soro, principalmente -
lactoglobulina (B-Ig) sobre a k-caseina. No tratamento LTH, mais de 80 % da B-Ig sao
desnaturadas, gerando aumento da micela devido a interligacdo da B-lg/k-caseina
que impede a proximidade excessiva destas moléculas no ponto isoelétrico (pH 4,6),
aumentando a capacidade de retengcdo de agua entre as moléculas e contribuindo
para a firmeza do gel (ver Figura 1.2) (TAMINE, 2006).

, Fermentagio
Apos o tratamento PH - 5,0-5,4; Temp- 43°C l pH ~4.6; Temp ~43°C
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@ / : S : —
. . kCN : Micela estével por ligagdes Capacidade: de retenclio dtigua-

Detnatoenclic de B4 sobs Redugdo de FCC das micelas Agregacho das micelss (pH 4,6)
f hidraldbicas
%
Micela de
caseina

Leite cru

85 *C/30 min r—

FRRT PP TERTEY SR

= o9 0 .
o :
m ® ;
'. ;
%= & -» o ¥
E : - )
. . - ¢ Apregacio densa de micela &
== i Red de FCC das ha ; .
= | Menhuma desnaturagho de B-Lg 1 Mic::’:“;,ﬁ £5e iigm“;‘ : ;ﬂalmtn{nﬂ_md e ;
== i hidrofdbicas : ﬂ:::ﬂ eapacidade de retengio de
_ 3 3

Figura 1.2. Efeito do tratamento térmico na agregacao de micelas de caseina durante
a coagulacao acida. FCC = Fosfato de Calcio Coloidal. (Adaptado de Harte et al.,
2002).

Outros fatores associados ao tratamento térmico sdo: (a) quebra parcial de
proteinas do soro para peptideos de menor peso molecular que estimulam a
atividade microbiana, principalmente de culturas com baixa atividade proteolitica,
como os probidticos (MORTAZAVIAN et al., 2006a,b); (b) expulsdo do oxigénio,
promovendo a viabilidade de culturas probiéticas anaerdbias (SHAH, 1997); e (c)
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reducao da microbiota competidora, que poderia inibir 0 desenvolvimento da cultura
fermentadora (TAMINE, 2006).

1.1.6 Fermentacao

Apdbs o tratamento térmico o leite € resfriado para posterior inoculagdo e a
temperatura deve ser escolhida de acordo com o metabolismo da cultura (LEE e
LUCEY, 2010). Em leite fermentado por Streptococcus thermophilus, a temperatura
6tima de fermentacao varia de 40 a 45 °C (TAMINE, 2006). Além disso, resultados
obtidos por Lee e Lucey (2004), demonstraram que variagbes na quantidade de
in6culo (0,5 a 4%) e temperatura (40 a 46 °C) modificam o tempo de fermentagcéo e o
comportamento reoldégico do gel. Temperaturas menores de incubacado aumentam o
tempo de fermentagdo, porém geram um gel mais firme. Por outro lado, a
fermentacdo lenta prejudica a producdo de compostos de aroma (LEE e LUCEY,
2003; TAMINE, 2006; BEAL et al, 1999).

As culturas acido-lacticas, em especial S. thermophilus, tem a capacidade de
metabolizar rapidamente a lactose em L(+) acido lactico (ROBINSON, 2002). O
resultado deste metabolismo gera reducéo do pH, e como consequéncia precipitagéo
da caseina ao atingir o ponto isoelétrico (pH 4,6).

As caseinas presentes no leite (pH 6,7) sdo estabilizadas por interacbes
hidrofobicas, pontes de hidrogénio e fosfato de calcio coloidal, e se mantém na forma
dispersa devido a sua superficie negativamente carregada, causando repulsao
eletrostatica (FOX e McCSWEENEY, 1998). Durante a fermentacéo a precipitacdo da
caseina ocorre pela (a) solubilizagdo do fosfato de calcio coloidal (FCC), (b) aumento
de atragdes eletrostaticas, devido a neutralizacdo da carga negativa superficial da
micela, e (¢) aumento das interacdes hidrofébicas entre micelas. Contudo, estes
fenbmenos ocorrem em 3 etapas durante a fermentacao (reducdo do pH de 6,7 para
4,6). A primeira etapa (pH 6,7 a 6,0) € caracterizada pela parcial neutralizacao da
carga negativa da micela de caseina e pouca solubilizacdo do FCC. Na faixa entre
pH 6,0 a 50 a carga negativa da caseina decresce, reduzindo a repulsao
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eletrostatica da k-caseina e o FCC é totalmente solubilizado (~ pH 5,0),
enfraquecendo a estrutura interna. Quando o leite atinge pH 4,6 (ponto isoelétrico) a
carga negativa da caseina é neutralizada, reduzindo a repulséo eletrostatica entre as
caseinas gerando aproximagao das micelas. Dessa forma, a rede tridimensional do
gel é formada pelo aumento de interacGes caseina-caseina, hidrofobicidade e
interacdes eletrostaticas (positiva-negativa) (LEE e LUCEY, 2010).

1.1.7 Resfriamento do gel

A etapa de resfriamento é um importante método de controle da atividade
metabdlica das culturas, sendo que temperaturas inferiores a 10 °C reduzem
drasticamente o metabolismo de bactérias do acido lactico. Na producédo de leite
fermentado firme o produto € resfriado apds a fermentagédo (pH 4,6), e o gel pode
adquirir estrutura mais rigida apdés o 1° ou 2° dia de estocagem (TAMINE e
ROBINSON, 1999).

1.2 Metabolismo das culturas

1.2.1 Streptococcus thermophilus

As culturas starter sdo frequentemente utilizadas na producdo de leite
fermentado devido a sua rapida atividade metabdlica, sendo capaz de reduzir
rapidamente o pH do leite, evitando o desenvolvimento de micro-organismos
competidores (TAMINE, 2006). Dentre as bactérias laticas o Streptococcus
thermophilus é tradicionalmente utilizado, porém algumas cepas apresentam baixa
atividade proteolitica e redugdo na produgdo de &cido lactico em valores de pH
inferiores a 5,2, por isso sado utilizados, geralmente, em associacdo com uma ou
varias espécies de Lactobacillus (SHAHBAL et al., 1991; PEARCE e FLINT, 2002).

Streptococcus thermophilus possui didametro de 0,7 a 0,9 um, ocorrendo em
pares ou correntes, alguns dos quais podem ser bem longos. Possui crescimento
6timo entre 40 e 45 °C e capacidade de fermentar um namero limitado de aglcares,
entre eles lactose, frutose, sacarose e glicose. Por isso é altamente adaptada a
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utilizacado  em produtos lacteos, fermentando rapidamente lactose
homofermentativamente para L(+) lactato como produto principal (TAMINE, 2006),
via Embden-Meyerhof (EMP). A lactose € transportada para dentro da célula e é
hidrolisada pela B-galactosidase em glicose e galactose, mas apenas a glicose é
metabolizada através da via EMP para L(+) lactato, uma vez que estirpes S.
thermophilus nao fermentam galactose durante o metabolismo. Porém algumas
estirpes possuem a capacidade de metabolizar a galactose quando a
disponibilizacdo de glicose € escassa (PEARCE e FLINT, 2002).

Outra caracteristica importante na utilizagédo de S. thermophilus em produtos
lacteos é a producao de exopolissacarideo (EPS), que contribui para a textura final
na maioria dos leites fermentados. Alguns processos utilizam cepas produtoras de
ESP para substituicdo de gordura em produtos desnatados, mantendo a viscosidade
mais préxima ao leite fermentado integral. Contudo a producdo de ESP em leite é
dependente da temperatura de incubacao e da cepa utilizada (VUYST et al., 2003;
PURWANDARI et al., 2007).

1.2.2 Cultura probiética (Lactobacillus acidophilus)

Os probidticos sao definidos segundo a Food and Agriculture Organization
(FAO) como “micro-organismos vivos que, quando administrado em quantidades
adequadas conferem beneficios a saude do hospedeiro” (FAO, 2001). Dessa forma,
para o micro-organismo ser denominado probidtico deve apresentar: (a) tolerancia a
acidez, ao suco gastrico e bile, sendo capazes de resistir a passagem pelo trato
gastrointestinal; (b) aderir a mucosa intestinal humana; (c) produzir substancias
antimicrobianas, com concomitante inibicdo de patdgenos, ou seja, efeito
imunomodulador; (d) propriedades antimutagénicas e anticarcinogénicas (GOMES e
MALCATA, 1999; SAARELA et al., 2000; DEL PIANO et al., 2006).

No Brasil, a legislacao vigente afirma ainda que para o produto se enquadrar

como alimento funcional a quantidade minima viavel de cultura probidtica deve estar
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entre 10% e 10° UFC por dose diaria de produto consumido e a concentragdo do
probidtico deve ser indicada no rétulo do produto (BRASIL, 2008).

O género Lactobacillus contém grande numero de espécies com propriedades
bioquimicas e fisiolégicas variadas, sao caracterizados geralmente como gram-
positivos, ndo formadores de esporos e podem ser aerotolerantes ou anaerébios
restritos. S&o capazes de crescer em temperaturas que variam de 2 a 53 °C, com
valores 6timos, geralmente, de 30 a 40 °C, e pH 6timo entre 5,5 e 6,2. Fermentam
glicose para acido lactico em cepas homofermentativas e as cepas
heterofermentativas produzem 4&cido latico, etanol e CO, (e/ou &cido acético).
Aproximadamente 56 espécies do género Lactobacillus sao conhecidas, entre estes
o Lactobacillus acidophilus é o mais utilizado e estudado (O’SULLIVAN, 2006).

O L. acidophilus € microaerdéfilo, possui a capacidade de fermentar celobiose,
frutose, galactose, glicose, lactose, maltose, manose, salicina, sacarose, trealose e
esculina. O leite possui em sua maioria lactose, porém o género L. acidophilus tem
maior predominéancia em metabolizar sacarose. Além disso, a galactose produto da
hidrélise de lactose ndo possui um grau de metabolizacdo favoravel, diferentemente
da glicose e frutose oriundas da hidrélise da sacarose, sendo que a fermentacao da
glicose possui como unico aceptor final o acido lactico (GOMES e MALCATA, 1999),
composto desejavel na producao de leite fermentado (FARNWORTH, 2008). Além
disso, esta espécie tem alta capacidade tamponante citoplasmatica, o0 que permite
maior resistencia as mudangas no pH do citoplasma conferindo a bactéria maior
estabilidade em condicdes acidas (RIUS et al., 1994).

Algumas linhagens de L. acidophilus sdao comprovadamente probidticas
podendo melhorar a funcionalidade dos produtos aos quais forem adicionados, por
serem capazes de sintetizar acido félico, niacina, riboflavina e vitamina K. Além
disso, podem modular a microbiota intestinal, reforcar o sistema imune, auxiliar no
tratamento contra infeccoes intestinais (SAZAWAL et al.,, 2006; SAARELA et al.,
2000) e diminuir o risco de carcinogenicidade por serem capazes de reduzir 0s niveis
de enzimas responsaveis por ativar os pro-carcindégenos (RAFTER, 2002).
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Os beneficios nutricionais dos probiéticos tém sido estudados em sua maioria
nos produtos a base de leite fermentado contendo Lactobacillus e/ou bifidobacteria.
Entretanto, a producao de leite fermentado de alta qualidade contendo probidticos é
um grande desafio para fabricas de laticinios devido ao carater sensivel dos micro-
organismos nesses bioprodutos. Porém quando comparado a outras espécies
probidticas a capacidade do L. acidophilus em tolerar baixas concentragbes de
oxigénio e resistir ao pH de leite fermentado (pH 4,6) contribuem para sua utilizagao
na producéo de leite fermentado (GOMES e MALCATA, 1999).

1.3 Alta pressao dinamica (APD)

Nos ultimos anos, varios processos nao térmicos tém sido desenvolvidos e
aplicados na producédo de uma larga variedade de alimentos contribuindo para sua
qualidade e segurancga. Os alimentos processados por alta pressao representaram
em 2008, segundo estimativas de algumas indlstrias, um faturamento de US$ 2
bilhdes e uma producao de 200 mil toneladas/ano. Deste total os produtos de origem
vegetal representaram 36 %, de origem animal (carnes e frutos do mar) 47 % e as
bebidas com 11% (BALASUBRAMANIAM, 2008). Contudo, o processo de alta
pressao estabelece duas classes de tecnologia, com base em principios distintos
(HAYDES et al., 2005; HUPPERTZ et al., 2002), denominados alta pressao isostatica
e alta presséo dindmica (CRUZ et al., 2010).

A alta presséo isostatica também conhecida como alta presséo hidrostatica ou
apenas alta pressao, consiste em submeter o produto a alta pressao dentro de uma
camara (100 MPa a 900 MPa), utilizando um meio que transfere a pressdo ao
produto (geralmente agua potavel). Este processo utiliza tempos prolongados
(minutos ou horas) e temperaturas que podem variar de acordo com o objetivo
desejado (CHAWLA et al., 2011).

Por sua vez o processo de alta pressdao dinamica (APD) ou homogeneizagao
por alta pressao baseia-se no mesmo principio dos homogeneizadores tradicionais,
mas operam em niveis de pressdo muito mais altos (PAREDA et al., 2009;
BOUAOUINA et al., 2006; FLOURY et al., 2004). Na APD o fluido é forcado a passar
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sob alta pressao por um estreito orificio, regulado por uma valvula, e posterior
descompressao para a pressao atmosférica. Desta forma, fendmenos fisicos gerados
durante o processo, tais como: cavitagdo, turbuléncia, forgas de impacto e
cisalhamento contribuem para alterar estruturalmente as particulas dos alimentos
(LANCIOTTI et al., 1996; BOUAOUINA et al., 2006).

Diversos estudos apontam a utilizacdo de APD na destruicao microbiana, sendo
capaz de inativar bactérias vegetativas (CAMPOS e CRISTIANINI, 2007; TAHIRI et
al., 2006; BRINEZ et al., 2007; TRIBST, FRANCHI, CRISTIANINI, 2008; FRANCHI,
TRIBST, CRISTIANINI, 2011; FRANCHI, TRIBST, CRISTIANINI, 2012), leveduras
(FANTIN et al., 1996; TAHIRI et al., 2006; FRANCHI, TRIBST, CRISTIANINI, 2011) e
bolores (TAHIRI et al., 2006; TRIBST et al., 2009; TRIBST et al., 2011). Entretanto,
alguns estudos mostram ineficiéncia do tratamento de APD para a inativagdo de
algumas espécies microbianas, tais como Staphylococcus aureus, Lactobacillus
plantarium e Leuconostoc dextranicum (WUYTACK et al., 2002), devendo ser
combinada com outras tecnologias (TRIBST et al., 2009; CHAVES-LOPEZ et al.,
2009).

Contudo, para a melhor utilizacdo da tecnologia de APD objetivando a
destruicdo microbiana deve-se levar em consideragdao a composicdo do alimento,
temperatura de entrada do liquido no equipamento, nivel de pressdao e numero de
passagens pela valvula (WUYTACK et al., 2002; DIELS et al., 2003; BRINEZ et al.,
2007; TRIBST et al., 2009; FRANCHI et al., 2011b; PEDRAS et al., 2012). Para o
leite, por exemplo, observa-se maior efetividade do tratamento quando se utiliza
maior temperatura de entrada, pressdes elevadas e maior contelddo de gordura
(PEDRAS et al., 2012).

Além disso, a APD vem sendo investigada na alteracdo de macromoléculas,
sendo capaz de alterar sua funcionalidade. A acao sobre proteinas pode alterar sua
conformacdo (LUO et al., 2010), propiciando maior susceptibilidade a protedlise
(GARCIA-RISCO et al., 2002), aumento do nivel de interagdes hidrofébicas
(GRACIA-JULIA et al., 2008), e o nivel de fragmentos proteicos (SANDRA e
DALGLEISH, 2005; SERRA et al.,, 2008), com consequente reducdao do peso
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molecular (DONG et al., 2011). Em polissacarideos a APD causa reducédo do peso
molecular e mudangas conformacionais, contribuindo para redug¢do da viscosidade
em produtos com alta concentracdo de polissacarideos (FLOURY, DESRUMAUX,
LEGRAND, 2002; MODIG et al., 2006; VILLAY et al., 2012; AUGUSTO, IBARZ,
CRISTIANNINI, 2012). Em 6&leos e gorduras pode interferir na estabilizacdo de
emulsdes (FLOURY, DESRUMAUX, LEGRAND, 2002; MARCO-MOLES et al.,
2012), e consequente reducdo dos tamanhos das goticulas formadas (FLOURY,
DESRUMAUX, LARDIERES, 2000).

Contudo, estes efeitos geram um novo campo de estudo, uma vez que as
alteracdes moleculares causadas por APD podem alterar estruturalmente os
alimentos (SERRA et al.,, 2007; ESCOBAR et al.,, 2011; AUGUSTO, IBARZ,
CRISTIANNINI, 2012) e modificar a cinética de reagdes bioquimicas (LANCIOTTI et
al., 2006; PATRIGNANI et al., 2007; TRIBST e CRISTIANINI, 2012).

1.4 Alta pressao dinamica (APD) na elaboracao de leite fermentado

A APD tem sido frequentemente estudada na alteracdo dos constituintes dos
alimentos. Diversos estudos sobre seu efeito em leite tém demonstrado
que APD reduz o tamanho dos glébulosde gordura (HAYES, FOX, KELLY,
2005; THIEBAUD et al., 2003), altera a funcionalidade das proteinas, aumenta o
nivel de desnaturacdo e agregacao, bem como causa a inativacdo de enzimas
(HAYES e KELLY, 2003). Entretanto estes efeitos possuem intensidades
diferenciadas em detrimento a pressao utilizada, sendo que quanto maior a pressao
e/ou a temperatura do produto durante o processo de APD maior o efeito (GRACIA-
JULIA et al., 2008; PAREDA et al., 2009).

Com base nessas alteragdes a APD tem sido amplamente estudada na
modificacdo da textura de iogurte e leites fermentados, extensdo da vida de
prateleira e melhoria de diversas outras caracteristicas, tais como, retencao de agua,
viscosidade, densidade do gel, reducao de pds-acidificacdo e desenvolvimento de
culturas lacteas (PATRIGNANI et al., 2009; SERRA et al., 2009b; GRACIA-JULIA et
al., 2008; PATRIGNANI et al., 2007; HAYES, FOX, KELLY, 2005). Esses fatores
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contribuem para o interesse das industrias em eliminar o uso de amido, pectina,
gelatina e/ou misturas desses estabilizadores (MASSON et al., 2011; TAMIME e
ROBINSON, 2007), reduzindo de custos e seguindo a tendéncia dos alimentos
funcionais de alta qualidade.

A promocao de tais caracteristicas evidenciadas na producdo de leite
fermentado ocorre devido ao processo de APD desintegrar as micelas de caseina,
com consequente aumento do numero de fragmentos e maior solubilizagdo do
fosfato de calcio coloidal, o que desestabiliza a micela e eleva o numero de
interacdes entre caseina-caseina por interagcdes hidrofébicas e eletrostaticas
(SERRA et al., 2009a; GUERZONI et al., 1999). Além disso, quando a APD é
aplicada em leite cru favorece a desnaturacédo da B-lactoglobulina sobre a k-caseina
(GRACIA-JULIA et al., 2008; SERRA et al., 2008; GARCIA-RISCO et al., 2002).
Porém alguns autores apontam que leite desnatado submetido a pressdes acima de
200 MPa desfavorecem a estrutura do gel, devido a desintegracdo demasiadamente
alta das micelas de caseina, aumentando a proximidade das moléculas e
favorecendo fortes interagcbes entre proteinas, o que acarretaria em expulsdo de soro
e reducgdo da viscosidade (MASSON et al., 2011; SERRA et al., 2009a).

Além disso, outro fator que interfere na promocao das caracteristicas do leite
fermentado é teor de gordura presente no leite processado por APD (SERRA et al.,
2007; SERRA et al., 2008). Em experimento realizado por Ciron et al. (2010), a
reducdo na quantidade de gordura do leite reduziu a firmeza do gel. Esse
comportamento é justificado, pois quando os glébulos de gordura sao submetidos a
APD contribuem para a estrutura do gel, pois a reducdo do tamanho dos glébulos
com o consequente aumento da superficie propiciam interacdes favoraveis com as
proteinas durante a formacédo do gel acido. Outra fungcdo da gordura é atuar como
enchimento inerte quando ndo interagem com as particulas de proteinas. Ha
formacao de clusters de glébulo de gordura cruzados por proteinas de soro de leite
desnaturadas, que associados com a rede base de caseina, aumentam a extensao
do cross-linking e area de contato, aumentando a firmeza (LUCEY, MUNRO, SINGH,
1998).
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Outro fator a ser observado é que no processo convencional de aquecimento
para a produgéo de leite fermentado o complexo formado entre proteina do soro e
caseina pode impedir ou retardar a acessibilidade de proteases as caseinas via
repulsdo ou impedimento estérico (SANDRA e DALGLEISH, 2005). Neste caso, a
APD poderia atuar modificando a conformacao da proteina, expondo novos sitios de
substrato e aumentando sua suscetibilidade a agéo proteolitica, facilitando a etapa
de fermentagao, principalmente por micro-organismos fastidiosos, que podem ser
favorecidos pela presenca de peptideos (HAYES e KELLY, 2003; BOUAQOUINA et
al., 2006; GARCIA-RISCO et al., 2002; GOMES e MALCATA, 1999; SANDRA e
DALGLEISH, 2005). Porém a intensidade de protedlise esta relacionada com o teor
de gordura, uma vez que quando o leite com gordura € submetido a APD a
intensidade de protedlise € reduzida, o que esta relacionado com a adsorgcdo de
proteinas sobre a superficie da gordura, restringindo a acessibilidade da enzima ao
sitio de ligagdo (PAREDA et al., 2009).

Alguns trabalhos apontam a utilizacdo da APD no favorecimento da viabilidade
de culturas starters e probibticas. Patrignani et al. (2009), observaram que a APD (60
MPa) contribuiu para a manutencdo da viabilidade de S. thermophilus e L. bulgaricus,
porém a cultura co-adjunta de L. acidophilus néo foi influenciada. Por outro lado, em
queijo feito com leite processado por APD (100 MPa) a contagem de L. acidophilus
se manteve a mesma durante 12 dias de estocagem (10’ UFC.mL™), enquanto o
controle apresentou reducdo de 1,5x10” UFC.g™" para 1x10° UFC.g™" (BURNS et al.,
2008). Além disso, segundo Patrignani et al. (2007), a presenca de gordura no leite
processado por APD pode prejudicar a etapa de fermentacdo por Lactobacillus
paracasei, aumentando o tempo necessario para atingir o pH desejado. Neste
estudo, porém, durante a vida de prateleira a presenca da gordura favoreceu a
viabilidade da cultura probioética.

Desta forma, a tecnologia de APD se mostra promissora na fabricacao de leite
fermentado, bem como na viabilidade das culturas utilizadas, porém sao necessarios
maiores estudos para elucidar a influéncia de cada variavel nas caracteristicas do

produto final, tais como pressdes aplicadas, teor de gordura do leite, culturas
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utilizadas e a atividade metabdlica da cultura durante a fermentagcédo, bem como sua

viabilidade durante a estocagem.
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1.5 Objetivos

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar a influéncia da alta presséao
dindmica aplicada em leite na fabricacdo de leite fermentado probidtico. Para uma
avaliacao global deste objetivo, o0 mesmo foi subdividido em alguns objetivos

especificos:

1. Avaliar a cinética de fermentagdo L. acidophilus (Capitulo 2), e S.
thermophilus e L. acidophilus (Capitulo 3) em leite submetido a APD;

2. Avaliar a influéncia da APD sob as caracteristicas fisico-quimicas do leite
fermentado probidtico: reologia (Capitulo 3), protedlise, pH, capacidade de
retencdo de agua e sinérese durante o armazenamento refrigerado
(Capitulo 4);

3. Verificar a viabilidade da cultura de Strepococcus thermophilus e
Lactobacillus acidophilus durante o armazenamento refrigerado do leite

fermentado (Capitulo 4).
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Resumo

Alta pressao dinamica (APD) tem sido proposta na promocao das caracteristicas de
leite fermentado, mas poucas informagdes sobre o efeito no desenvolvimento das
culturas tém sido avaliadas. Este trabalho objetivou avaliar a cinética de fermentagao
de Lactobacillus acidophilus em leite processado por APD. Leite em pé reconstituido
(12% p/v solidos totais com 3% v/v de gordura) foi processado a 110°C/15 minutos e
submetido a homogeneizagédo convencional (15/5 MPa, tratamento controle) e a APD
(100 MPa e 200 MPa). A cultura foi adicionada (10" UFC.mL™") e incubada a 37 °C. A
cinética de fermentacado (pH), atividade proteolitica e viabilidade da cultura foram
avaliadas durante 24 horas de fermentacao. A cinética de fermentacdo mostrou que
apoés 12 horas, as amostras processadas por APD apresentaram menores taxas de
fermentacdo comparadas com o controle, atingindo no final da fermentacao (24
horas): pH 4,49 (controle), 4,72 (100 MPa) e 4,93 (200 MPa) (p<0,05). A atividade
proteolitica demonstrou que apds 12 horas os processamentos a APD apresentaram
valores inferiores (p<0,05), atingindo no final da fermentagdo uma reducéo de 21,39
% (100 MPa) e 35,89% (200 MPa), quando comparadas com o tratamento controle.
A viabilidade da cultura foi mais alta no controle (4,78x10® UFC.mL") que as
amostras de leite tratadas por APD (2,95x10® UFC.mL" para 100 MPa e 2,54x10®
UFC.mL" para 200 MPa) (p<0,05). Conclui-se que a APD alterou a cinética de
fermentacao e a protedlise, sendo que a viabilidade de L. acidophilus apés 24 horas
de fermentagéo foi pouco alterada.

Palavras-Chave: Probidtico * tecnologias emergentes e« fermentacao -
homogeneizagéo por alta pressdo
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Abstract

Dynamic high pressure (DHP) has been proposed to improve the characteristics of
fermented milk, but few information about the effect on culture development are
available. This work aimed to evaluate the fermentation kinetic by Lactobacillus
acidophilus in milk processed by DHP. Milk powder reconstituted (12% w/v total
solids containing 3%v/v milkfat) was processed at 110 ° C / 15 minutes and subjected
to conventional homogenization (15/5 MPa, control) and DHP (100 MPa and 200
MPa). The culture was added (10” CFU.mL™") and incubated at 37° C. Kinetics of
fermentation (pH), proteolytic activity and viability of the culture were evaluated during
24 hours of fermentation. The fermentation kinetics after 12 hours showed that the
samples processed by DHP showed lower fermentation rates compared to the
control, reaching at the end of fermentation (24 hours): pH 4.49 (control) 4.72 (100
MPa) and 4.93 (200 MPa) (p <0.05). The proteolytic activity after 12 hours showed
lower values to milk processed by DHP (p <0.05), reaching at the end of the
fermentation a reduction of 21.39% (100 MPa) and 35.89% (200 MPa), compared
with the control. The culture viability was highest in the control (4.78 x 108 CFU.mL™)
than in the milk samples processed by DHP (2.95 x 108 CFU.mL™" to 100 MPa and
2.54 x 108 CFU.mL™ to 200 MPa) (p <0.05). It was concluded that DHP altered
fermentation kinetics and proteolysis, whereas the viability of L. acidophilus

fermentation after 24 hours was slightly altered.

Keywords: Probiotic « emerging technologies ¢ fermentation « high pressure

homogenization
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2.1 Introducao

Alta pressao dinamica (APD) é uma tecnologia emergente promissora, que
utiliza principio semelhante a homogeneizagcao convencional, porém permite atingir
pressbes de até 400 MPa, onde o fluido é exposto a elevada turbuléncia,
cisalhamento e forcas de cavitacao, que podem ser parcialmente transformadas em
energia térmica (16 °C a 19 °C/100 MPa) (FLOURY et al., 2002; HAYES e KELLY,
2003; SERRA et al., 2007).

A tecnologia de APD vem sendo amplamente estudada na preservagédo de
alimentos (TRIBST, SANT'ANA, MASSAGUER, 2009a) por inativar células de
bactérias vegetativas (CAMPOS e CRISTIANINI, 2007; TRIBST, FRANCHI,
CRISTIANINI, 2008), fungos filamentosos e leveduras (TAHIRI et al., 2006, TRIBST
et al., 2009b, TRIBST et al., 2011). Entretanto, varios estudos relatam a utilizagao da
APD na alteragcdo de alguns constituintes do leite, entre eles: reducdo do
tamanho dos glébulos de gordura (THIEBAUD et al., 2003; HAYES, FOX, KELLY,
2005; SERRA et al., 2008) e alteracao da funcionalidade das proteinas, aumentando
o nivel de desnaturagdo e agregacdo (HAYES e KELLY, 2003; GRACIA-JULIA et al.,
2008). Essas modificagdes sao responsaveis por alterar as caracteristicas de
iogurtes e leites fermentados, aumentando a capacidade de retencdo de agua,
viscosidade e densidade do gel. Além disso, contribui para o desenvolvimento da
cultura durante a fermentacdo e reduz a pés-acidificacdo (SERRA et al., 2009a;
SERRA et al., 2009b; GRACIA-JULIA et al., 2008; PATRIGNANI et al., 2007;
HAYES, FOX, KELLY, 2005).

A etapa de fermentacao é muito importante na fabricagdo de iogurtes e leites
fermentados, uma vez que determinara a sobrevivéncia da cultura latica, a formacéo
de compostos de sabor e algumas propriedades fisicas dos géis obtidos (TAMIME e
ROBINSON, 1999). Contudo, para que algumas culturas possam se desenvolver é
necessaria uma fonte de aminoécidos, fornecida pela protedlise da caseina no inicio
da fermentacao (COURTIN et al., 2002). Portanto, quando culturas probibticas sao
utilizadas para a fabricacdo de leite fermentado, seu metabolismo lento pode
dificultar a protedlise inicial (GOMES e MALCATA, 1999), tornando a etapa de
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fermentacdo mais lenta. Contudo, ha um grande interesse em reduzir o tempo de
fermentacdo e aumentar a viabilidade de culturas de Lactobacillus acidophilus, pois
quando viaveis e em quantidades adequadas nos alimentos podem conferir
beneficios a saude do hospedeiro (FAO, 2001). Desta forma, alimentos contendo
probidticos sao relacionados a produtos funcionais e a expectativa de que o alimento
se torne uma fonte de bem-estar, estimulando o consumo destes alimentos e
incentivando pesquisas capazes de aprimorar seus beneficios (RANADHEERA et al.,
2012).

Neste contexto a APD pode influenciar a etapa de fermentacao e viabilidade
da cultura, pois atua modificando a conformacdo das proteinas, expondo novos
sitios do substrato podendo aumentar sua suscetibilidade a acao proteolitica
(BOUAOUINA et al., 2006; GARCIA-RISCO et al., 2002; GOMES e MALCATA,
1999).

Poucos estudos avaliaram detalhadamente a cinética de fermentacao de leite
processado por APD. Demonstraram apenas que esta tecnologia altera o tempo total
de fermentacao de leite fermentado por Lactobacillus paracasei (PATRIGNANI et al.,
2007) e de culturas mistas de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus
(SERRA et al., 2007). Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a
cinética de fermentagédo, a protedlise e a viabilidade da cultura de Lactobacillus
acidophilus durante a fermentacao em leite processado por APD.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Preparo da cultura

Para a elaboracdo do indculo de Lactobacillus acidophilus NFCM® (Danisco,
Sao Paulo, Brasil), 4% (p/v) da cultura liofilizada DVS (Direct Vat Set) foi diluida em
leite desnatado reconstituido (10% p/v) (Tangara Foods, Espirito Santo, Brasil)
previamente esterilizado a 115 °C/10 minutos e mantido por 2 horas a 10 °C para
reidratacdo da cultura. Posteriormente o indculo (10'° UFC.mL™) foi fracionado em
tubos de eppendorff (1 mL), e congelado a -20 °C até o momento do uso. Desta
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forma, cada 1 mL de inéculo adicionado em 1 L de leite apresentou contagem de
aproximadamente 10’ UFC.mL". Este procedimento foi realizado a fim de obter
in6culos com a mesma concentragdo de micro-organismos.

Todas as etapas foram realizadas em fluxo laminar seguindo procedimentos

assépticos.

2.2.2 Tratamento do leite e producao do leite fermentado

Para a realizacdo do experimento foi utilizado leite em pd reconstituido 12%
p/v (3% de gordura; e 3,5% de proteina) (Tangara Foods, Espirito Santo, Brasil)
tratado termicamente a 110 °C/15 minutos em autoclave AV-30 (Phenix, Sado Paulo,
Brasil), e entdo resfriado a 10 °C e submetido ao processo de alta pressao dinamica
utiizando Panda Plus (GEA-Niro-Soavi, Parma, ltalia). Para o controle foram
utiizados dois estagios de homogeneizagcdo 15/5 MPa (tratamento
convencionalmente aplicado na industria de laticinios), e os demais tratamentos
submetidos a APD em apenas um estagio 100 MPa e 200 MPa. Na saida do
equipamento de APD foi acoplada uma serpentina de inox (305 cm de comprimento
e 0,5 cm de didmetro), imersa em banho de gelo (5 °C), que reduziu a temperatura
do leite para aproximadamente 10 °C e foram coletados 1 L de leite para cada
tratamento. No momento da adicdo do inéculo previamente preparado (1 mL),
segundo item 2.2.1, as amostras foram aquecidas em banho-maria (FANEM®
MOD.116, Sdo Paulo, Brasil) até 37 °C e a cultura de L. acidophilus foi adicionada ao
leite obtendo contagem de aproximadamente 10’ UCF.mL"'. Em seguida cada
tratamento foi fracionado (10 mL) em seus respectivos tubos de ensaio estéreis. A
etapa de fermentacdo das amostras foi realizada em B.O.D. a 37 °C e as analises
conduzidas durante a fermentacao por 24 horas.
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2.2.3 Cinética de fermentacao (pH)

A cinética de fermentacdo foi realizada utilizando um potenciémetro (BEL
Engineering W3B, lItalia), para medir o pH a cada 3 horas durante 24 horas de
fermentacao (MARSHALL, 1993).

2.2.4 Atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi quantificada por meio da mensuracdo dos
aminodcidos e peptideos liberados pela cultura determinada por o-fitaldialdeido
(OPA) em espectrofotbmetro conforme proposto por Church et al., (1983) adaptado
por Muramalla e Aryana (2011). A solucdo OPA foi preparada em um baldo
volumétrico de 50 mL adicionando 0,9 g de NayB4O7 (tetraborato de sédio) (Nuclear®,
Sao Paulo, Brasil), 0,5 g de dodecil sulfato de sédio (SDS) (Sigma®, EUA) e
aproximadamente 35 mL de agua deionizada e submetida a solubilizacdo em banho
de ultrassom (UNIQUE® T740, Sao Paulo, Brasil) por 30 minutos. Em paralelo foi
pesado em um béquer 40 mg de ortofitaldialdeido (Sigma-Aldrich®, EUA) e
posteriormente diluido em 1 mL de metanol (Synth® Sao Paulo, Brasil),
homogeneizado e transferido para um baldo contendo o SDS e NayB4O;. Por ultimo
foi adicionado 100 pL de B-mercaptoetanol (Sigma—AIdrich®, EUA) e o volume
completado para 50 mL com agua destilada.

Uma porcdo de 2,5 g do leite fermentado foi misturado a 1 mL de agua
destilada e posteriormente a 5 mL de &cido tricloroacético 0,75 N (Synth®, Sao Paulo,
Brasil). A mistura foi mantida em repouso por 10 minutos e filirada em filtro de papel
Whatman n° 2. Em seguida, 150 yL do filtrado foi misturado com 3 mL de reagente
OPA, mantido em repouso por 2 minutos e submetido a leitura em estrofotdmetro a
340 nm (Beckman Coulter® DU 800, EUA). As andlises foram realizadas durante a
fermentacdo nos tempos 0, 12 e 24 horas, sendo cada filirado analisado em
triplicata. Para a calibragdo (branco) foi preparada uma solucdo com 3 mL de
reagente OPA adicionado de 150 uL de &cido tricloroacético 0,75 N. Os resultados

foram expressos como absorbancia a 340 nm.
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2.2.5 Enumeracao da cultura probidtica

A contagem do L. acidophilus durante a fermentacdo foi acompanhada
diluindo 25 mL da amostra em 225 mL de soluc¢ao salina peptonada 0,1% p/v (Merk,
Darmstadt, Alemanha) (diluicio 107) e as posteriores dissolucées foram feitas
transferindo 1 mL da diluicdo anterior para tubos contendo 9 mL de solucao salina
peptonada 0,1% p/v. As contagens foram realizadas em duplicata, por plaqueamento
em profundidade com sobre camada, utilizando meio de cultura Man Rogosa Sharpe
(MRS) (HIMEDIA, Mumbai, india) incubado em aerobiose a 37°C por 72 horas (LIMA
et al., 2009).

2.2.6 Analise estatistica

Os processos de producédo dos leites fermentados foram realizados em 3
repeticdes e as analises de cada repeticao foram realizadas em ftriplicata, exceto a
analise de enumeracgao da cultura que foi realizada em duplicata. As similaridades e
diferengas entre os dados obtidos dos diferentes tratamentos foram observados por
Anadlise de Variancia (ANOVA) e o teste de médias de Tukey a 5% de significancia,
utilizando o programa Statistica® 7.0 (Statsoft, EUA).

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Cinética de fermentacao (pH)

Durante a fermentagéo as bactérias acido lacticas convertem lactose em acido
lactico, o que reduz o pH do leite. Durante a acidificagéo do leite, o pH diminui de 6,7
para < 4,6 (LEE e LUCEY, 2010). Portanto, o monitoramento do pH durante a
fermentagdo é um importante parametro para avaliar o desenvolvimento da cultura.

Os resultados da cinética de fermentacao (Figura 2.1) demonstraram que o
tratamento do leite por APD nao alterou o tempo de fermentacdo até 9 horas
(p>0,05), porém a partir deste tempo a amostra processada a 200 MPa apresentou

menor reducao do pH e, apbés 12 horas de fermentacao todas as amostras diferiram
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entre si (p<0,05), sendo que o tratamento controle apresentou maior reducao do pH,

seguido da amostra processada a 100 MPa e 200 MPa. Pode-se notar que a amostra

controle atingiu o pH 5 apdés 18 horas de fermentagdo, enquanto que o leite

submetido a 100 MPa atingiu 0 mesmo pH em aproximadamente 21 horas e o leite

processado a 200 MPa em aproximadamente 24 horas. Dessa forma, é possivel

observar um aumento consideravel no tempo de fermentacdo quando o leite é

processado por APD. Do ponto de vista industrial o aumento no tempo de

fermentacdo poderia causar maiores custos de processamento e reduzir a

produtividade, porém este problema pode ser solucionado adicionando culturas com

atividade metabdlica mais alta, como é o caso do Streptococcus thermophilus (dados
mostrados no capitulo 3).
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Figura 2.1 Cinética de redugéo do pH durante a fermentagéo de Lactobacillus
acidophilus em leite submetido a homogeneizacao convencional (controle 15/5 MPa)
e a APD (100 MPa e 200 MPa) (valores médios, n=3).

Existem poucos estudos que avaliaram a etapa de fermentacdo de leite
processado por APD. Contudo, Patrignani et al. (2007), demonstraram que leite
contendo altos teores de gordura e submetidos a altas pressdes (100 MPa)
aumentam o tempo de fermentacdo de Lactobacillus paracasei, quando comparado
com o leite submetido a baixas pressées (20 MPa).
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Outro fator que parece influenciar o tempo de fermentacao é o tipo da cultura
utilizada. Quando a cultura possui maior atividade metabdlica, sendo capaz de
reduzir rapidamente o pH para 4,6, a APD n&o altera o tempo de fermentacéo final.
Este fendbmeno foi observado no Capitulo 3, quando foi utilizado Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus acidophilus, com tempo total de fermentacédo de 6 horas
(Figura 3.1).

Portanto, variagées no teor de gordura do leite e a atividade metabdlica da
cultura utilizada podem influenciar a cinética de fermentagédo dependendo da pressao

aplicada.

2.3.2 Atividade proteolitica

A proteodlise é um fendmeno importante durante a fermentacéo, pois influencia
a sobrevivéncia da cultura durante a estocagem, a formacgao de alguns compostos de
sabor e algumas das propriedades fisicas dos géis obtidos (TAMIME e ROBINSON,
1999). O ensaio espectrofotométrico baseado no método OPA detecta grupos a-
amino livres, liberados das proteinas lacteas apds atividade enzimatica, expressando
a atividade proteolitica das culturas (CHURCH et al., 1983).

Observa-se na Figura 2.2 que a atividade proteolitica do controle foi superior
(p<0,05) em relagdo aos tratamentos submetidos a APD apbés 12 horas de
fermentacdo, e esta tendéncia se manteve até 24 horas de fermentagdo.
Considerando a atividade proteolitica durante a fermentagdo, destaca-se que a
amostra processada a 200 MPa apresentou 35,89% menos atividade proteolitica e a
amostra 100 MPa apresentou 21,39%, em relacdo ao controle. A atividade
proteolitica dos leites fermentados produzidos com leite submetidos a APD né&o
diferiram entre si durante o periodo de fermentacao (p>0,05).

A APD modifica a estrutura da micela de caseina, principalmente na regiao
periférica préxima a k-caseina, ocasionando redugao parcial do tamanho da micela
(SANDRA e DALGLEISH, 2005; ROACH e HARTE, 2008; SERRA et al., 2009a), e

consequentemente, aumentando o nivel de fragmentos caseicos na fracdo soluvel
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(SANDRA e DALGLEISH, 2005; SERRA et al., 2008), gerando maior susceptibilidade
da micela de caseina a degradacao proteolitica por exposicao de novos sitios de
ligacdo enzimatica, principalmente em leite desnatado (GARCIA-RISCO et al., 2002).
Entretanto, quando o leite possui gordura, a APD reduz os globulos a tamanhos
menores que adsorvem sobre a superficie da micela reduzindo a susceptibilidade da
proteina & acdo enzimatica (GARCIA-RISCO et al., 2002; CIRON et al., 2010;
PAREDA et al., 2009). Este fato pode justificar a reducdo da atividade proteolitica

nos tratamentos submetidos a APD observados neste estudo.
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Figura 2.2 Atividade proteolitica de Lactobacillus acidophilus durante a fermentagdo
de leite submetido a homogeneizagdo convencional (controle 15/5 MPa) e a APD
(100 MPa e 200 MPa) (valores médios, n=3).

Segundo Tamine e Robinson (1999), a baixa atividade proteolitica, e
consequentemente a menor liberagdo de peptideos e amino &acidos durante a
fermentacdo pode prejudicar o desenvolvimento da cultura. Desta forma, a baixa
atividade proteolitica observada nas amostras submetidas a APD, pode ter

influenciado a cinética de fermentacdo mais lenta (p<0,05) (Figura 2.1), e
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consequentemente a baixa contagem de L. acidophilus no final da fermentagao
(p<0,05) (Figura 2.3).

2.3.3 Enumeracao da cultura probiodtica

A Figura 2.3 apresenta a contagem da cultura probidtica durante a
fermentagdo, no qual se observa o mesmo comportamento em todos os tratamentos,
sendo que somente no final da fermentagdo o controle apresentou uma contagem
ligeiramente maior em relacdo as amostras submetidas a APD (p<0,05). Entretanto,
esta pequena diferenca no desenvolvimento da cultura de L. acidophilus durante a
fermentacdo (0,28 ciclos log) pode influenciar sua viabilidade ao longo da
estocagem, conforme reportado por Dave e Shah (1998) em iogurte probidtico
suplementado com 500 mg.L™" de cisteina, no qual a diferenca de 0,24 ciclos log na
contagem de L. acidophilus no final da fermentacao (24 horas) aumentou para 0,72
ciclos log ap6s 35 dias de armazenamento. Desta forma, a influéncia da APD sobre a
viabilidade da cultura durante a estocagem devera ser investigada em estudos
futuros, pois é um fator de grande importancia para que o produto seja considerado
um alimento probiético, devendo apresentar contagem superior a 107 UFC.mL™"
durante toda a vida de prateleira (BRASIL, 2007).

Patrignani et al. (2007), demonstraram que o tempo de fermentacdo de
Lactobacillus paracasei aumentou quando foi utilizado leite processado por APD (20
a 100 MPa) contendo 3% de gordura. Este efeito esta relacionado com o teor de
gordura e a pressao aplicada, sendo que quanto maior os valores dessas variaveis,
maior o tempo de fermentagdo. Conforme verificado neste estudo, o aumento da
pressao elevou o tempo de fermentagdo em leite com 3% de gordura.

O efeito da APD na viabilidade das culturas durante a estocagem foi
investigado por outros autores. Patrignani et al. (2007) verificaram maior tempo de
fermentacdo nas amostras processadas por APD, porém a viabilidade da cultura
probidtica (Lactobacillus paracasei) apds 30 dias foi favorecida pelas altas pressdes

aplicadas e teores elevados de gordura. Em queijo Crescenza Burns et al. (2008)

65



Efeito da APD em leite fermentado por L. acidophilus

nao constataram perda na viabilidade de L. acidophilus ap6s 12 dias de estocagem
quando o leite (4,2% de gordura) foi processado por APD (100 MPa), enquanto o
controle apresentou reducdo de 1,5x10” UFC.g" para 1x10° UFC.g". Segundo
Stanton et al. (1998), altas quantidades de gordura exercem efeito protetivo da
cultura probidtica, principalmente em queijo durante a passagem pelo trato
gastrointestinal. Desta forma, a APD aplicada no leite contendo gordura pode

favorecer a viabilidade de culturas probidticas durante a estocagem refrigerada.

1,0x10°

1,0x10% _

1,0x10° |

1,0x10° . . |
0 12 24

Tempo (horas)

Contagem de L. acidophifus (UFC.mL-1)

= 15/5 MPa (Controle) = 100MPa === 200MPa

Figura 2.3 Contagem de Lactobacillus acidophilus durante a fermentagédo de leite
submetido a homogeneizagdo convencional (controle 15/5 MPa) e a APD (100 MPa e
200 MPa) (valores médios, n=3).

Avaliando os trabalhos encontrados na literatura, corroborando com os
resultados do presente estudo, pode-se sugerir que altas pressdes dinamicas e altas
concentragdes de gordura prejudicam a etapa de fermentagdo, porém, segundo
Patrignani et al. (2007) podem favorecer a viabilidade da cultura durante a

estocagem, devendo esta hipdtese se avaliada em estudos futuros.
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2.4 Conclusoes

Concluiu-se que o processo de APD em leite com 3% de gordura aumentou o
tempo de fermentagéo, proporcionalmente a pressao utilizada até 200 Mpa, além de
reduziu a atividade proteolitica. As contagens de L. acidophilus foram menores apés
24 horas de fermentacdo nas amostras feitas com leite submetido a APD. Contudo,
para maiores esclarecimentos sobre a etapa de fermentacdo em leite submetido a
APD, se faz necessario avaliar diferentes concentracées de gordura no leite e

diferentes culturas fermentadoras.
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Capitulo 3. Efeito da alta pressao dinamica na cinética de
fermentacao e propriedades reoldgicas de leite fermentado
probidtico
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Resumo

Alta pressao dinamica (APD) é um processo nao térmico, que comprovadamente
altera os constituintes lacteos. Este trabalho objetivou avaliar a cinética de
fermentacdo, o comportamento reoldgico do gel durante a fermentacao e durante a
estocagem refrigerada de leite (2% gordura) submetido a homogeneizacéo
convencional (15/5 MPa, tratamento controle) e a APD (50/5 MPa, 100/5 MPa, 150/5
MPa e 180/5 MPa) fermentado por Streptococcus thermophilus em co-cultura com
Lactobacillus acidophilus. Os resultados demonstraram que a APD nao altera a
cinética de fermentacao (p>0,05), levando o mesmo tempo para atingir pH 4,6 em
todos os tratamentos. No entanto, o comportamento reolégico durante a fermentacao
demonstrou que o inicio da formacao do gel ocorreu em pH 5,0 em todas as
amostras, sendo que valores inferiores de pH apresentam correlagéo positiva entre a
maior consisténcia do gel (valor de G’) e maiores pressdes utilizadas na APD.
Durante a estocagem as amostras mantiveram este comportamento, apresentando
aumento no parametro K’ da amostra 150/5 MPa de 12,77% e na amostra 180/5 MPa
aumento de 15% em relacdo ao controle (124,67 Pa.s”) e, apés o 14° dia essas
diferencas aumentaram para 22,5% e 26,88%, respectivamente. Os parametros n’ e
n” nao foram influenciados pela APD, indicando que as forcas intermoleculares nao
sao alteradas. Conclui-se desta forma, que a APD promove a melhora da textura em

leite fermentado probidtico sem alterar o tempo de fermentagéo do produto.

Palavras-Chave: Cinética de fermentagdo + homogeneizacdo por alta pressédo -
reologia * iogurte
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Abstract

Dynamic high pressure (DHP) is a non-thermal process, which demonstrably alter
milk constituents. However, this study evaluated the kinetics of fermentation, the
rheological behavior of the gel during fermentation and during refrigerated storage of
milk (2% milkfat) subject to conventional homogenization (15/5 MPa, control
treatment) and DHP (50/5 MPa, 100/5 MPa, 150/5 MPa and 180/5 MPa) fermented
by Streptococcus thermophilus in co-cultured with Lactobacillus acidophilus. The
results showed that DHP does not alter the kinetics of fermentation (p> 0.05) leading
the same time to reach pH 4.6 in all treatments. However, the rheological behavior
during the fermentation showed that the onset of gel formation occurred at pH 5.0 in
all samples, while lower pH exhibit a positive correlation between higher gel
consistency (value of G') and higher pressures used in DHP. During storage the
samples maintained this behavior, an increase in the parameter K' to sample 150/5
MPa 12.77% and the sample 180/5 MPa 15%, when compared to control (124.67
Pa.s') and, after 14 days these differences increased to 22.5% and 26.88%,
respectively. The parameters n’ and n” were not affected by DHP, indicating that the
intermolecular forces are not changed. The conclusion is thus that DHP promotes
texture in fermented milk probiotic without altering the fermentation time of the

product.

Keywords: Kinetics of fermentation ¢ high pressure homogenization * rheology -

yogurt
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3.1 Introducao

Alta pressdao dindmica (APD) é uma tecnologia emergente utilizada na
preservacao de alimentos (TRIBST, SANT'ANA, MASSAGUER, 2009a), sendo
amplamente estudada na inativagao de células de bactérias vegetativas (CAMPOS e
CRISTIANINI, 2007; TRIBST, FRANCHI, CRISTIANINI, 2008) fungos filamentosos e
leveduras (TAHIRI et al., 2006, TRIBST, et al., 2009b, TRIBST, et al., 2011).

Entretanto, alguns estudos relatam a utilizacdo da APD na alteragéo de alguns
constituintes do leite, entre eles: o tamanho dos glébulos de gordura (THIEBAUD et
al., 2003; HAYES, FOX, KELLY, 2005; SERRA et al., 2008), funcionalidade das
proteinas, aumentando o nivel de desnaturagao e agregacao, bem como a inativacao
de enzimas (HAYES e KELLY, 2003; GRACIA-JULIA et al., 2008).

Contudo, algumas pesquisas tém sido desenvolvidas com o intuito de
investigar a influéncia das modificacdes dos constituintes lacteos na fabricagdo de
iogurte e leites fermentados, com enfoque na extensdo da vida de prateleira e
melhoria da capacidade de retencdo de &gua, viscosidade, densidade do gel,
reducédo de pdés-acidificacdo e desenvolvimento das culturas lacteas (SERRA et al.,
2009b; GRACIA-JULIA et al., 2008; PATRIGNANI et al., 2007; HAYES, FOX, KELLY,
2005). A intensidade da melhoria de alguns atributos esta diretamente relacionada
com a pressao utilizada (CIRON et al., 2011; SERRA et al., 2008), a composicéao do
leite, principalmente quantidade de gordura (CIRON et al., 2010; PATRIGNANI et al.,
2007) e a cinética de formacdo do gel (HERNANDEZ et al., 2008; SERRA et al.,
2008). Portanto, mais estudos sao necessarios para entender melhor a influéncia de
cada uma dessas variaveis no processo de fermentacado e na estrutura do produto.
Neste sentido, os ensaios reoldgicos de baixa deformacdo sdo uma importante
ferramenta na avaliacdo de géis lacteos.

Os ensaios reoldgicos de viscoelasticidade, que utilizam baixas taxas de
deformagéao ou tensao (ex.: <1 % ou < 1 Pa, respectivamente), sempre realizados na
regido linear, ndo destroem a estrutura do gel, sendo possivel avaliar a formacéo da
rede tridimensional durante a fermentagdo, bem como as interacdes entre as

particulas de proteina e gordura no gel pés-fermentacao (LEE e LUCEY, 2010). Os
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resultados sdo expressos como modulo de armazenamento (G’) e modulo de
dissipacao (G”), onde G’ indica o comportamento sélido do material, sendo que
quanto maior o numero de ligagdes fortes entre os constituintes do leite maior o valor
de G’ e os valores de G” indicam comportamento liquido/viscoso do produto (LUCEY
et al., 2000; LUCEY et al., 2001).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influencia da alta pressao
dindmica em leite (2 % de gordura) na cinética de fermentagao por Streptococcus
thermophilus em co-cultura com Lactobacillus acidophilus, e no comportamento

reolégico do gel durante a fermentacao e estocagem refrigerada.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Preparo da cultura

Foram utilizadas culturas liofilizadas comerciais de  Streptococcus
thermophilus TA-40 (Danisco, Sdo Paulo, Brasil) e Lactobacillus acidophilus NFCM®
(Danisco, Sao Paulo, Brasil). As culturas DVS (Direct Vat Setf) foram diluidas
separadamente em leite desnatado reconstituido (10 % p/v) (Tangara Foods, Espirito
Santo, Brasil) esterilizado (115 °C/10 minutos). Posteriormente, o inéculo de S.
thermophilus (10" UFC.mL™") e de L. acidophilus (10" UFC.mL™") foram fracionados
separadamente em tubos de eppendorff (1 mL), e congelado a -20 °C até o momento
do uso. Desta forma, cada 1 mL de inéculo adicionado em 1 L de leite apresentou
contagem de aproximadamente 108 UFC.mL™" de S. thermophilus e 10" UFC.mL™" de
L. acidophilus. Este procedimento foi realizado a fim de obter inéculos com a mesma
concentracéo de micro-organismos.

No momento da utilizacdo da cultura de L. acidophilus para a fermentacao do
leite a mesma foi descongelada e pré-ativada na proporcao de 5% (v/v) em 20 mL
leite desnatado reconstituido (10% p/v) (Tangara Foods, Espirito Santo, Brasil)
previamente esterilizado a 115 °C/10 minutos e suplementado com 2% p/v de glicose
(GOMES e MALCATA, 1999), e entédo incubado a 37 °C por 16 horas para aumentar
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sua concentragao. O inéculo de S. thermophilus nao foi submetido ao procedimento
de pré-ativacao.

Todas as etapas foram realizadas em fluxo laminar seguindo procedimentos
assépticos.

3.2.2 Tratamento do leite e producao do leite fermentado

Para a realizacao do experimento utilizou-se leite UHT (2,0% de gordura; 3,0%
de proteina; e 10,2% de sdlidos totais) (Shefa, Sao Paulo, Brasil), tratado
termicamente a 90°C/5 minutos em banho-maria (autoclave modelo AV-30 Phenix,
Sao Paulo, Brasil), e entdo resfriado a 60 °C e submetido ao processo de alta
pressao dinamica utilizando Panda Plus (GEA-Niro-Soavi, Parma, Italia). Para todos
os tratamentos foram utilizados dois estdgios, sendo o tratamento controle
processado a 15/5 MPa (homogeneizacao convencionalmente aplicada na industria
de laticinios), e os demais tratamentos submetidos a alta pressao dinamica a 50/5
MPa, 100/5 MPa, 150/5 MPa e 180/5 MPa. Na saida do equipamento de APD foi
acoplada uma serpentina de inox (305 cm de comprimento e 0,5 cm de diametro),
imersa em banho de gelo (5 °C), que reduziu a temperatura do leite para
aproximadamente 10 °C e foram coletados 2 L de leite para cada tratamento. Apds
20 minutos as amostras foram aquecidas em banho-maria (FANEM® MOD.116, Sao
Paulo, Brasil) até 43 °C e adicionadas as culturas de S. thermophilus e L.
acidophilus, previamente preparadas segundo item 3.2.1, a fim de obter
concentracbes de aproximadamente 102 UFC.mL' e 7,5x10° UFC.mL",
respectivamente. Cada tratamento foi fracionado em seus respectivos potes de vidro
estéreis (121 °C/15 minutos) com capacidade para 150 mL (50 mm de diametro e 85
mm de altura). A etapa de fermentagéo das amostras foi realizada em B.O.D. a 43 °C
e monitorada utilizando um potencidmetro (BEL Engineering W3B, Italia) até atingir
pH 4,6, e entdo resfriadas para 5 °C e armazenadas a esta temperatura até o

momento das analises.
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3.2.3 Cinética de fermentacao (pH)

O leite previamente processado por APD e adicionado das culturas (conforme
item 3.2.2.) foi incubado em B.O.D. a 43 °C e pH foi monitorado com o eletrodo
inserido na amostra durante todo o periodo de fermentacdo. Os dados de pH foram
coletados a cada segundo utilizando um potencidmetro (BEL Engineering W3B,

ltalia) acoplado ao computador.

3.2.4 Analise reoldgica

Foram realizadas duas analises oscilatérias de baixa deformacado, capaz de
conservar a integridade do gel e avaliar estruturalmente as interagcées entre as
proteinas e gorduras. Utilizou-se um reémetro de tensédo controlada (AR2000ex, TA
Instruments, USA) equipado com geometria Vaned Quarter (28 mm de diametro e 42
mm de comprimento).

A primeira analise consistiu em avaliar a cinética de formagao do gel, baseada
em estudo realizado por Lee e Lucey (2003). Para isto o leite previamente
processado por APD, aquecido a 43 °C e adicionado das culturas (conforme item
3.2.2.), foi transferido para o Cup do reémetro (30 mm de diametro e 80 mm de
altura) e a geometria foi abaixada até o gap de 4 mm. A tensao foi fixada em 0,1 Pa,
frequéncia em 0,1 Hz e a leitura do parametro G’ realizada em intervalos de 20
minutos durante 6 horas de fermentagéo a 43 °C.

A segunda analise consistiu em avaliar os géis durante a estocagem a 5 °C
usando o mesmo redmetro e geometria, porém o Cup foi substituido pelo proprio
frasco em que o leite fermentado foi armazenado, a fim de manter a estrutura do gel
inalterada. Como esta analise conserva a estrutura original do gel (LEE e LUCEY,
2010) e necessario escolher uma tensdo para ser fixada dentro da zona de
viscoelasticidade linear. Para isto foi realizado uma varredura de tenséo (0,01-10 Pa)
sob frequéncia fixa de 1,0 Hz e determinou-se entdo a tensdo dentro da
viscoelasticidade linear em 1 Pa. Finalmente, realizou-se uma varredura de

frequéncia (0,01-100 Hz) sob tensdo controlada de 1 Pa, os parametros
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viscoelasticos obtidos foram G’ e G” (CIRON et al., 2011). Para a avaliacao dos
resultados utilizou-se apenas os valores obtidos antes da quebra do gel e
estabeleceram-se os valores segundo as Equacgbdes 3.1 e 3.2. Esta analise foi
realizada nos dias 1, 14 e 28 sob armazenamento a 5 °C.

G =k'.w™ (Eq. 3.1)

6" =k".wm" (Eq. 3.2)

Onde, G’ é o modulo de armazenamento (Pa), G” mddulo de dissipacao (Pa),
K’ e K” indice de consisténcia (Pa.s" e Pa.s", respectivamente), w frequéncia (Hz), e

n’e n” o indice de comportamento.

3.2.5 Analise estatistica

Os processos de producédo dos leites fermentados foram realizados em 3
repeticdes e as andlises de cada repeticdo foram realizadas em ftriplicata, exceto
para a analise reolégica durante a fermentacao que foi realizada em duplicata. As
similaridades e diferencas entre os dados obtidos dos diferentes tratamentos foram
observados por Analise de Variancia (ANOVA) e o teste de médias de Tukey a 5%

de significancia, utilizando o programa Statistica® 7.0 (Statsoft, EUA).

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Cinética de fermentacao (pH)

Os resultados de pH durante a fermentacdo de leite submetido a APD
fermentado por S. thermophilus em co-cultura com L. acidophilus demonstraram que
a cinética de fermentacao (Figura 3.1) nao é influenciada pela APD (p>0,05), nédo
alterando o tempo final de fermentacdo. Por esse motivo os resultados foram
expressos como a média de todos os tratamentos estudados, bem como seus

respectivos desvios padrées, no qual € possivel verificar que houveram poucas
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variagbes entre os tratamentos. O comportamento semelhante em todos os
tratamentos pode ser favoravel ao produto, pois mudancas drasticas na cinética de
fermentacdo podem alterar o metabolismo da cultura e a produgcédo de compostos de
aroma desejaveis (TAMINE, 2006), descaracterizando sensorialmente o produto.

6.40
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5.80 -

I 550 -

G'(Pa)

5.20 -

490 -

4.60

Tempo {(horas)

— ) e =15/5MPa(Controle) == == 100/5MPa ====180/5MPa

Figura 3.1 Cinética de fermentacdo com acompanhamento do pH e modulo de
armazenamento (G’), sendo o pH expresso como a média de todos os tratamentos

(valores médios, n=3 para o pH e n=2 para a analise reoldgica).

Durante a fermentacao, a reducao do pH entre 6,6 e 6,0 leva a reducédo da
carga negativa das micelas de caseina, resultando em diminuicdo da repulsdo
eletrostatica, iniciando a desestabilizacdo das micelas. A continua reducéo do pH de
6,0 para 5,0, reduz ainda mais a carga negativa da caseina ocasionando maior
aproximacdo das micelas para a formacdo do gel. Além disso, inicia-se a
solubilizacdo do fosfato de célcio coloidal (FCC), o que enfraquece a estrutura
interna das micelas. Quando atinge o pH 5,0 ocorre completa solubilizacdo do FCC,
desestabilizando a micela e contribuindo para o inicio da formacao do gel (ver Figura
3.1 inicio do aumento de G’) (LUCEY, 2004). Em valores de pH inferiores a 5,0
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ocorre maior aproximacao das micelas de caseina. No final da fermentacéao (pH 4,6
ponto isoelétrico) a rede tridimensional é estabilizada pelas interagdes entre caseina-
caseina, hidrofobicidade e forgas eletrostaticas (LUCEY e LEE, 2010).

Observa-se ainda, que a cultura possui uma adaptagdo inicial de
aproximadamente 1 hora, e que apds essa etapa atinge a velocidade méaxima de
acidificacao (pH entre 6,15 e 5,2). No entanto, quando o leite atingiu pH 5,2, com
aproximadamente 2 horas de fermentacgdo, ocorreu uma redugcédo na velocidade de
acidificacao do leite, que pode ser justificado pela reducao na atividade metabdlica
do S. thermophilus quando o leite atinge pH inferior a 5,2 (PEARCE e FLINT, 2002).

Em estudo realizado por Serra et al. (2007), houve diferenca na cinética de
fermentacdo de iogurte (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus), feito com leite (3,5 % de gordura), submetido ao tratamento
térmico (90 °C/20s) e comparado com amostras processadas por APD (100 MPa,
200 MPa e 300 MPa). Entretanto, ndo foi possivel observar um comportamento claro
na redugéo do pH entre os tratamentos, pois foi utilizado leite cru para as amostras
processadas a APD e comparados com leite tratado termicamente (90 °C/20s).
Dessa forma, segundo o autor, o processo de APD né&o inativou de forma eficiente os
micro-organismos presentes no leite cru, interferindo nos resultados obtidos durante

a etapa de fermentacao das culturas de iogurte.

3.3.2 Analise reoldgica

Os ensaios reolégicos de viscoelasticidade sob-baixas deformagdes priorizam
a avaliacéo estrutural da amostra, por isso ndo destroem o gel, permitindo avaliar as
interacdes que ocorrem entre as proteinas e gordura durante a formagéo do gel ou
no gel pos-fermentagéao (LEE e LUCEY, 2010).

Os resultados do comportamento reoldgico durante a fermentagéo (Figura 3.1)
estdo expressos como valores de G’ (Pa), e indicam o comportamento sdlido do
material, ou seja, quanto maior os valores de G’ maior a consisténcia do produto
(LUCEY et al., 2000; LUCEY et al., 2001). Desta forma, evidencia-se que quando o
leite atinge pH 5,0 o equipamento comeca a detectar os valores de G’, indicando
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inicio da formacéao do gel. Além disso, pode-se observar que o valor maximo de G’
atingido pelo controle (40 Pa) demorou aproximadamente 6 horas, enquanto que a
amostra 100/5 MPa atingiu o mesmo valor em aproximadamente 4 horas e 30
minutos e a amostra 180/5 MPa em apenas 4 horas, demonstrando correlagao
positiva entre o aumento nos valores de G’ quanto maior a presséo aplicada no leite.

Os resultados gerados durante a analise de viscoelasticidade do gel péds-
fermentacdo estdo exemplificados na Figura 3.2 e demonstram que a zona linear
encontra-se anterior as oscilacées de 10 Hz, acima desse valor ocorre quebra da
estrutura inicial do gel, e consequentemente aumento do desvio padrao. Por esse

motivo, sao utilizados nos calculos apenas os valores referentes a zona linear.
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Figura 3.2. Média + desvio padrdo (N=3) dos valores dos ensaios oscilatdrios do leite
fermentado probidtico feito com leite submetido a APD (180/5 MPa).

Os resultados dos ensaios reoldgicos de viscoelasticidade do gel péds-
fermentacao estédo dispostos na Figura 3.4a e 3.4b, onde o parametro K’ representa

a componente elastica, e correlaciona os valores com as interagdes entre proteina-
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proteina ou proteina-gordura, no qual o maior nimero de interacoées oferecem maior
resisténcia mecanica. A componente viscosa € representada pelo parametro K” e
correlaciona os dados a movimentagcdo do soro pela estrutura proteica, ou seja,
quando mais densa a rede tridimensional maior a dificuldade de difusao do soro, isto
€, maior a forca de arraste durante o fluxo e, consequentemente, maiores valores de
K”. Dessa forma, pode-se observar que todas as amostras apresentaram os
parametros de K’ maiores em relacdo ao K”, demonstrando comportamento mais
elastico (solido), caracteristico do gel de leite fermentado.

No primeiro dia de estocagem as amostras submetidas a 180/5 MPa e 150/5
MPa apresentaram aumento significativo no parametro K’ em relagdo ao controle
(15/5 MPa), com aumento médio de 15% para a amostra 180/5 MPa e 12,77 % para
a amostra 150/5 MPa em relagdo ao controle. A componente viscosa (K”) (Figura
3.4b) também apresentou correlagdo positiva com o aumento da pressao, porém
com menor intensidade, uma vez que as alteragdes estruturais causadas no gel de
leite fermentado sdo melhores representadas pelo parametro K. A relagao entre o
aumento da pressao e o aumento da consisténcia do leite fermentado é visivel, e
estdo demonstradas na Figura 3.3.

Para os demais dias (14° e 28° dia) as amostras mantiveram correlacéao
positiva dos parametros K’ e K” com o aumento da pressao. Além disso, as amostras
apresentaram um aumento nos valores de K' e K” em relagdo ao primeiro dia,
justificado pela acomodagédo da estrutura proteica (SERRA et al.,, 2009a), e pelo
abaixamento do pH de 4,6 para 4,3 (dados mostrados no capitulo 4). Desta forma,
pode-se verificar que a maior interacdo entre as proteinas conferida pela APD
favorece a maior acomodacéo estrutural do gel, uma vez que os valores de K’ do 1°
até 28° dia aumentaram 22,5 % para o controle e 26,88% para a amostra 180/5 MPa.

Os parametros n’ e n” indicam o indice de comportamento do produto
(Equagéo 3.1 e 3.2), ou seja, alteragbes nesses valores indicam modificagdées no tipo
das forcas intermoleculares envolvidas na estabilizacao do gel de leite fermentado,
sendo que se o n' e n" apresentarem valores maiores indicam que a modificacao

estrutural causou ligacbes mais fortes entre as particulas e menores valores
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interacdes mais fracas. Desta forma, observa-se que a APD aplicada no leite (Figura
3.4b) nao influenciou os valores de n’ e n” (p>0,05), indicando que apesar das
alteracdes causadas no gel e consequente aumento nos valores de K’ e K”, essas

mudancas ndo foram drasticas o suficiente para modificar as forgas envolvidas na

estabilizacao da estrutura proteica.

15 + 5 MPa 100/5 MPa 180/5 MPa
Controle

Figura 3.3 Imagem ilustrativa de leite fermentado probidtico feito com leite
processado por alta pressao dindmica, no qual os géis (1° dia) foram batidos com
auxilio de uma espatula com 20 voltas no sentido horario e 20 anti-horario e
colocados para escorrer em uma superficie lisa com inclinagcdo de 45° por 10

segundos.

O aumento na consisténcia do leite fermentado quando utilizado leite
processado por APD, é relatado por outros autores (CIRON et al., 2011; SERRA et
al., 2009a; SERRA et al., 2007) e esta relacionado principalmente com o tipo de
interacdes entre as particulas responsaveis pela formacdo do gel. Durante o
tratamento térmico do leite ocorre a precipitagcao de B-lactoglobulina (B-Ig) sobre a k-
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caseina por ligagdes dissulfeto, impedindo a proximidade excessiva destas
moléculas no ponto isoelétrico (pH 4,6), contribuindo para o aumento do K’ e K”
(TAMINE, 2006). Entretanto, a APD aplicada apds o tratamento térmico causa: (a)
parcial dissociagao da interagao entre B-lg e k-caseina, o que reduziria a consisténcia
do produto (SANDRA e DALGLEISH, 2005), porém esta reducdo nao € observada
pois, concomitantemente, ocorre (b) fragmentacao da micela e aumento da superficie
total, propiciando maior numero de intera¢des entre proteinas e (c) solubilizagdo do
fosfato de calcio coloidal. Esses fatores associados (b e c) favorecem a
desestabilizacdo das micelas e consequentemente maiores associagcées entre
caseina-caseina por interagdes hidrofébicas e eletrostaticas (ROACH e HARTE,
2008; SERRA et al., 2009a; CIRON et al., 2010). Dessa forma, o comportamento
mais consistente das amostras nao depende somente da magnitude das forgcas, mas
também da quantidade de interacdes entre as proteinas (SERRA et al., 2009a).

Outro fator de fundamental importancia que promove a consisténcia do leite
fermentado € a reducgéo dos glébulos de gordura submetidos a APD, que aumenta a
superficie total das particulas favorecendo interagées com as proteinas (proteina-
gordura), que participam de forma mais efetiva da estrutura do gel (CIRON et al.,
2010; ZAMORA et al.,, 2012). Os glébulos de gordura atuam também como
enchimentos inertes quando nao interagem com as particulas de proteinas, ou seja,
ocorre formacao de clusters de glébulo de gordura cruzados por proteinas de soro de
leite desnaturadas, que associados com a rede base de caseina, aumentam a
extensdo do cross-linking e area de contato, aumentando a firmeza (LUCEY,
MUNRO, SINGH, 1998). Contudo, essas modificacoes causadas dependem
fundamentalmente da pressdo aplicada, temperatura de entrada do fluido no
equipamento de APD, composicdo fisico-quimica do leite e dos constituintes
presentes no leite processado (SERRA et al., 2009a; SERRA et al., 2008; SERRA et
al,. 2007; PATRIGNANI et al., 2007)
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Figura 3.4 Média + desvio padrdo (n=3) das componentes elasticas (K’) e viscosa (K”) (a) e indice de
comportamento (n’e n”) (b) das amostras controle (15/5 MPa) e submetidas a APD (50/5 MPa,100/5 MPa, 150/5
MPa e 180/5 MPa). Médias com letras minusculas iguais ndo diferem entre si (p>0,05).
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Diversas alternativas sdo utilizadas na industria e sdo alvos de pesquisas na
promocao da textura de leite fermentado, como adicdo de leite em pd, caseina em
po, soro em pod, proteinas ndo lacteas, gomas, estabilizantes e/ou geleificantes, entre
outros (TAMINE e ROBINSON, 1999). Contudo os resultados apresentados neste
estudo apontam a alta pressdo dinamica como uma potencial tecnologia a ser

utilizada em substituicdo a esses aditivos.

3.4 Conclusao

Os resultados do presente trabalho demonstraram que a alta pressao
dindmica nao altera a cinética de fermentacdo do leite por S. thermophilus em co-
cultura com L. acidophilus. O processamento do leite por APD contribuiu
positivamente para o aumento da consisténcia do leite fermentado durante a
fermentacao.

Os testes oscilatorios realizados durante a estocagem demonstraram
correlagao positiva entre os indices de consisténcia (K’ e K”) dos leites fermentados
e a pressao utilizada, sendo que as diferengcas entre o controle e as amostras
processadas por APD aumentaram durante a estocagem, devido a maior
acomodacéao da estrutura do gel nas amostras processadas por APD. Dessa forma,
este trabalho comprova a utilizacdo promissora da tecnologia de APD na promocéao

da consisténcia do leite fermentado.
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Capitulo 4. Avaliacao de leite fermentado probiético preparado
com leite submetido a alta pressao dinamica

93



Efeito da APD na estabilidade de leite fermentado durante a estocagem

94



Capitulo 4

Resumo

Alta pressao dinamica (APD) é um processo nao térmico, que comprovadamente
altera os constituintes lacteos e influencia na viabilidade de bactérias do &cido
lactico. Este trabalho objetivou avaliar a viabilidade do Streptococcus thermophilus
em co-cultura com Lactobacillus acidophilus, pH, atividade proteolitica, sinérese e
capacidade de retencdo de agua (CRA) em leite fermentado, elaborado com leite
(2% gordura) submetido a homogeneizagdo convencional (15/5 MPa, tratamento
controle) e a APD (50/5 MPa, 100/5 MPa, 150/5 MPa e 180/5 MPa). Os resultados
demonstraram que a APD n&o altera a viabilidade do S. thermophilus durante 28 dias
de estocagem a 5 °C. A cultura probiética foi pouco afetada pela APD, sendo que a
amostra processada a 180/5 MPa apresentou viabilidade ligeiramente mais alta a
partir do 14° dia (diferenca de 0,26 ciclos log entre o controle e a amostra 180/5
MPa). Do mesmo modo, a reducdo do pH durante a estocagem foi pouco alterada
pela APD, com apenas uma ligeira reducdo na amostra 180/5 MPa (p<0,05). A
atividade proteolitica ndo foi influenciada pela APD. Os valores de sinérese e CRA
foram favorecidos pela APD, sendo que quanto maior a pressao utilizada menor a
sinérese do produto (controle apresentou 19,63% e a amostra 180/5 MPa 13,5% de
soro removido no 1° dia) e maior a capacidade de retencao de agua (CRA) (controle
55,6% e 180/5 MPa 64,75%). Conclui-se que as modificacées estruturais causadas
no gel pela APD (sinérese e CRA), ndo modificaram a manutencao das culturas e o
pH de forma expressiva, ndo alterando a atividade proteolitica apds 28 dias de
estocagem a 5 °C.

Palavras-chave: Homogeneizagdo por alta pressdo « sinérese <« Lactobacillus
acidophilus « iogurte.
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Abstract

Dynamic high pressure (DHP) is a non-thermal process, which demonstrably alter
milk constituents and influences the viability of lactic acid bacteria. However, this
study aimed to evaluate the viability of Streptococcus thermophilus in co-cultured with
Lactobacillus acidophilus, pH, proteolytic activity, syneresis and water holding
capacity (WHC) in milk fermented, made with milk (2% milkfat) undergone
conventional homogenization (15/5 MPa, control) and DHP (50/5 MPa, 100/5 MPa,
150/5 MPa and 180/5 MPa). The results showed that DHP does not affect the viability
of S. thermophilus during 28 days of storage at 5 ° C. The probiotic was little affected
by DHP, and the sample processed at 180/5 MPa showed viability slightly higher from
day 14 (difference of 0.26 cycles log between control and sample 180/5). Likewise,
pH was little altered by DHP, with only a slight reduction in the sample 180/5 MPa.
The proteolytic activity was not influenced by DHP. The values of syneresis and
water-holding capacity (WHC) were favored by DHP and the higher the processing
pressure the smaller the syneresis (control 19.63% and 180/5 MPa 13.5% of serum
removed on first day) and the higher the WHC (control 55.6% and 180/5 MPa
64.75%). The results highlighted that the structural changes caused in the gel by DHP
(syneresis and WHC), do not alter significantly the maintenance of culture viability,

nor the pH and proteolytic activity.

Key words: High pressure homogenization « syneresis ¢ Lactobacillus acidophilus «

yogurt.
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4.1 Introducao

Nas Ultimas décadas a busca por alimentos funcionais aumentou
consideravelmente, uma vez que passaram a ser vistos ndo somente como uma
fonte de nutrientes, mas também como um promotor de bem estar e saude, devido a
reducao do risco de doencas (PLESSAS et al., 2012). Para o produto se enquadrar
como alimento funcional a quantidade minima viavel de cultura probiética deve estar
entre 10° e 107 UFC.mL", devendo ser consumido 10® e 10° UFC por dose diaria de
produto (BRASIL, 2008). Dessa forma, a estabilidade da cultura durante o
armazenamento dever ser verificada (DAMIN et al., 2008).

As industrias lacteas sdo as maiores representantes do mercado de
probidticos, que possui como principais produtos o iogurte e o leite fermentado
(GRANATO et al.,, 2010a; GRANATO et al.,, 2010b). Entretanto, a producdo de
alimentos de alta qualidade contendo cultura probiética é um grande desafio para a
industria, devido ao carater sensivel dos micro-organismos nesses bioprodutos
(GOMES e MALCATA, 1999). Contudo, a matriz dos alimentos pode alterar
significativamente sua viabilidade durante a estocagem, bem como favorecer sua
passagem pelo trato gastrointestinal (RANADHEERA et al., 2012), promovendo
protecdo as culturas probidticas e/ou reduzindo sua exposicdo a compostos
deletérios as células (STANTON et al., 1998; VALERIO et al., 2006).

A alta pressdao dindmica (APD) vem sendo investigada como alternativa
promissora na producao de leite fermentado (CRUZ et al., 2010), pois possui a
capacidade de alterar a funcionalidade dos constituintes presentes no leite,
modificando a matriz estrutural dos géis e favorecendo as caracteristicas fisicas do
produto, tais como: consisténcia do iogurte batido, capacidade de retencédo de agua,
firmeza do gel, reducdo de sinérese, entre outros fatores (CIRON et al., 2011;
PATRIGNANI et al., 2009; GRACIA-JULIA et al., 2008; PATRIGNANI et al., 2007;
SERRA et al., 2007; LANCIOTTI et al., 2004). Além disso, pode alterar a viabilidade
das culturas, como por exemplo, a maior contagem de Streptococcus thermophilus
em detrimento ao Lactobacillus bulgaricus, causando reducao da pés-acidificacdo em
iogurte (SERRA, et al., 2009b; PATRIGNANI et al., 2009; LANCIOTTI et al., 2004),
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ou favorecimento da viabilidade da cultura de Lactobacillus paracasei em leite
fermentado, quando aplicada a APD em leite com gordura (PATRIGNANI, et al.,
2007).

Com base no exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a
manutencdo da viabilidade de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
acidophilus, redugéao do pH, atividade proteolitica, sinérese espontanea e capacidade
de retencédo de agua durante a estocagem refrigerada de leite fermentado probidtico
feito com leite submetido a alta presséo dinamica.

4.2 Material e Métodos
4.2.1 Preparo da cultura

Foram utilizadas culturas liofilizadas comerciais de Streptococcus
thermophilus TA-40 (Danisco, Sao Paulo, Brasil) e Lactobacillus acidophilus NFCM®
(Danisco, Sao Paulo, Brasil). As culturas DVS (Direct Vat Set) foram diluidas
separadamente em leite desnatado reconstituido (10 % p/v) (Tangara Foods, Espirito
Santo, Brasil) esterilizado (115 °C/10 minutos). Posteriormente, os inéculos de S.
thermophilus (10" UFC.mL™") e de L. acidophilus (10'® UFC.mL") foram fracionados
separadamente em tubos de eppendorff (1 mL), e congelados a -20 °C até o
momento do uso. Desta forma, cada 1 mL de in6culo adicionado em 1 L de leite
apresentou contagem de aproximadamente 10° UFC.mL™" de S. thermophilus e 10’
UFC.mL™" de L. acidophilus. Este procedimento foi realizado a fim de obter inéculos
com a mesma concentragdo de micro-organismos.

No momento da utilizacdo da cultura de L. acidophilus para a fermentacdao do
leite a mesma foi descongelada e pré-ativada na proporcao de 5% (v/v) em 20 mL
leite desnatado reconstituido (10% p/v) (Tangara Foods, Espirito Santo, Brasil)
previamente esterilizado a 115 °C/10 minutos e suplementado com 2% p/v de glicose
(GOMES e MALCATA, 1999), e entdo incubado a 37 °C por 16 horas, a fim de
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aumentar sua concentracdo. O inéculo de S. thermophilus nao foi submetido ao
procedimento de pré-ativacao.

Todas as etapas foram realizadas em fluxo laminar seguindo procedimentos
assépticos.

4.2.2 Tratamento do leite e producao do leite fermentado

Para a realizacao do experimento utilizou-se leite UHT (2,0% de gordura; 3,0%
de proteina; e 10,2% de séblidos totais) (Shefa, Sao Paulo, Brasil), tratado
termicamente a 90°C/5 minutos em banho-maria (autoclave modelo AV-30 Phenix,
Sao Paulo, Brasil), e entdo resfriado para 60 °C e submetido ao processo de alta
pressao dinamica utilizando Panda Plus (GEA-Niro-Soavi, Parma, Itdlia). Para todos
os tratamentos foram utilizado dois estagios, sendo o tratamento controle processado
a 15/5 MPa (homogeneizacao convencionalmente aplicada na industria de laticinios),
e 0s demais tratamentos submetidos a alta pressdo dinamica utilizando 50/5 MPa,
100/5 MPa, 150/5 MPa e 180/5 MPa. Na saida do equipamento de APD foi acoplada
uma serpentina de inox (305 cm de comprimento e 0,5 cm de didmetro), imersa em
banho de gelo (5 °C), que reduziu a temperatura do leite para aproximadamente 10
°C e foram coletados 2 L de leite para cada tratamento. Apds 20 minutos as
amostras foram aquecidas em banho-maria (FANEM® MOD.116, Sao Paulo, Brasil)
até 43 °C e adicionadas as culturas de S. thermophilus e L. acidophilus, previamente
preparadas segundo item 4.2.1, a fim de obter concentragées de aproximadamente
108 UFC.mL™" e 7,5x107 UFC.mL™, respectivamente. Cada tratamento foi fracionado
em seus respectivos potes de vidro estéreis (121 °C/15 minutos) com capacidade
para 150 mL. A etapa de fermentacdo das amostras foi realizada em B.O.D. a 43 °C
e monitorada utilizando um potencidmetro (BEL Engineering W3B, Itdlia) até atingir
pH 4,6, e entdo resfriadas para 5 °C e armazenadas a esta temperatura até o

momento das analises.
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4.2.3 Enumeracao das culturas

As contagens das culturas foram verificadas diluindo 25 mL do leite
fermentado em 225 mL de solugdo salina peptonada 0,1% p/v (diluicdo 10™") e as
posteriores dissolucdes foram realizadas transferindo 1 mL da diluicdo anterior para
tubos contendo 9 mL de solugéo salina peptonada 0,1% p/v. As contagens foram
realizadas em profundidade utilizando meio de cultura Man Rogosa Sharpe (MRS)
(HIMEDIA, Mumbai, india) para cultura de Lactobacillus acidophilus e incubado em
aerobiose a 37°C por 72 horas (LIMA et al., 2009), e meio de cultura M17 Agar
(OXOID, Basingstoke, Inglaterra) para cultura de Streptococcus thermophilus e
incubado em aerobiose a 37 °C por 48 horas (RYBKA e KAILASAPATHY, 1996).

As andlises foram realizadas nos tempos 1, 7, 14, 21 e 28.

4.2.4 Potencial hidrogenionico (pH)

O pH do leite fermentado foi determinado utilizando potenciémetro (BEL
Engineering W3B, Itdlia), com duas casas de precisdo (MARSHALL, 1993). As
amostras foram analisadas durante a vida de prateleira nos tempos 1, 14 e 28 dias.

4.2.5 Atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi quantificada através da mensuracdo dos
aminod&cidos e peptideos liberados pelas culturas determinada por o-fitaldialdeido
(OPA) por leitura em espectrofotometro conforme proposto por Church et al. (1983)
adaptado por Muramalla e Aryana (2011). A solugédo OPA foi preparada em um baléao
volumétrico de 50 mL adicionando 0,9 g de Na»B4O> (tetraborato de sédio) (Nuclear®,
Sao Paulo, Brasil), 0,5 g de dodecil sulfato de sédio (SDS) (Sigma®, EUA) e
aproximadamente 35 mL de agua deionizada e submetida a solubilizacdo em banho
de ultrassom (UNIQUE® T740, Sao Paulo, Brasil) por 30 minutos. Em paralelo foi
pesado em um béquer 40 mg de ortofitaldialdeido (Sigma-Aldrich®, EUA) e

posteriormente diluido em 1 mL de metanol (Synth® Sao Paulo, Brasil),
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homogeneizado e transferido para o bal&do contendo o SDS e o NayB4O;. Foi
adicionado em seguida 100 pyL de B-mercaptoetanol (Sigma—AIdrich®, EUA) e o
volume completado para 50 mL com &gua destilada.

Uma porcao de 2,5 g do leite fermentado foi misturada a 1 mL de agua
destilada e posteriormente a 5 mL de acido tricloroacético 0,75 N (Synth®, Sao Paulo,
Brasil). A mistura foi mantida em repouso por 10 minutos e filirada através de um
filtro de papel Whatman n°® 2. Em seguida, 150 L do filtrado foi misturado com 3 mL
de reagente OPA, mantido em repouso por 2 minutos e submetido a leitura em
estrofotdmetro a 340 nm (Beckman Coulter® DU 800, EUA). Para a calibracao
(branco) foi preparada uma solugdo com 3 mL de reagente OPA adicionado de 150
ML de acido tricloroacético 0,75 N. Os resultados foram expressos como absorbancia
a 340 nm. As analises foram realizadas durante o armazenamento a 5 °C nos dias 1,
14 e 28.

4.2.6 Sinérese espontanea e capacidade de retencao de agua (CRA)

O nivel espontaneo de separacao do soro foi realizado conforme Amatayakul et
al. (2006). Apo6s a fermentacao a embalagem com o leite fermentado firme foi pesada
e posteriormente mantida em repouso sob angulo de 45° durante 2 horas a
temperatura de 5 °C. Em seguida pesou-se o soro excedido vertendo-o em um
Becker (50 mL). A sinérese foi expressa como a porcentagem de soro removido da

embalagem, conforme a Equacgéao 4.1.

5o

0p de sinérese = *x 100 (Eq. 4.1)

ag” Fe

Onde, S, é 0 peso de soro separado da amostra, P, peso da amostra na
embalagem (antes da remocao do soro) e P, peso da embalagem vazia. A analise foi

realizada em triplicata nos dias 1, 14 e 28.
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A capacidade de retencdo de agua foi avaliada baseada na metodologia
utilizada por Serra et al. (2009a) com algumas modificacbes. Tubos de centrifuga
com capacidade de 50 mL foram preenchidos com aproximadamente 40 g de leite
inoculado e incubados a 43°C até atingir pH de 4,6. As amostras foram resfriadas até
5 °C e mantidos nesta temperatura por 24 horas. Posteriormente, os tubos foram
pesados e centrifugados a 3000 x g por 10 minutos a 5 °C (Centrifuga Excelsa Il 206
BL, Fanem). Em seguida pesou-se o soro excedido vertendo-o em um Becker (50
mL). A capacidade de retencao de agua foi expressa segundo a equacéao 4.2.

(Pae—Pt)—5,

06 de CRA = =22 » 100 (Eq. 4.2)

(Pgr—F¢)

Onde, P € 0 peso da amostra no tubo (antes da centrifugacéo), P: peso do
tubo de centrifuga vazio e S, peso de soro separado da amostra. A andlise foi

realizada nas amostras estocadas a 5 °C apés 24 horas de fermentacéo.

4.2.7 Analise estatistica

Os processos de producdo dos leites fermentados foram realizados em 3
repeticdes e as analises de cada repeticao foram realizadas em ftriplicata, exceto a
analise de enumeracgao da cultura que foi realizada em duplicata. As similaridades e
diferencas entre os dados obtidos dos diferentes tratamentos foram observados por
Analise de Variancia (ANOVA) e o teste de médias de Tukey a 5% de significancia,

utilizando o programa Statistica® 7.0 (Statsoft, EUA).

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Enumeracao das culturas

A legislagdo brasileira estipula que para o produto ser denominado leite
fermentado este deve conter uma contagem minima de 10® UFC.mL" da cultura
utilizada (BRASIL, 2007). Além disso, leites fermentados contendo cultura probiotica
sao benéficos a saude humana (MOHAMMADI et al., 2012), contudo para exercer
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sua funcionalidade a quantidade minima viavel de cultura probiética deve estar entre
10% e 10° UFC por dose diaria de produto consumido. Dessa forma, a viabilidade da
cultura durante o armazenamento deve ser verificada (DAMIN et al., 2008).

As contagens das culturas estdo demonstradas nas Figuras 4.1 e 4.2,
confirmando que todos os tratamentos se enquadram dentro dos padrdes estipulados
pela legislacdo brasileira, podendo ser designados como leite fermentado probidtico.

Na Figura 4.1 pode-se observar que o tratamento do leite por APD né&o
influenciou a viabilidade do S. thermophilus entre os tratamentos para cada dia
analisado (p>0,05). Durante a estocagem a 5°C verificou-se uma ligeira reducéo na
contagem da cultura do primeiro para o ultimo dia (28° dia), com valores de reducgao
de 0,16; 0,21; 0,22; 0,21 e 0,20 ciclos log para os tratamentos controle (15/5 MPa), e
submetidos a 50/5 MPa, 100/5 MPa, 150/5 MPa e 180/5 MPa, respectivamente.

Serra et al. (2009b), relataram o mesmo comportamento da cultura de S.
thermophilus, no qual o tratamento do leite (3,5% de gordura) por APD (200 MPa e
300 MPa) na elaboracao de iogurte ndo afetou a viabilidade da cultura. Patrignani et
al., (2009) verificaram que leite desnatado submetido a APD (60 MPa) reduziu 0,7
ciclos log de S. thermophilus em iogurte probidtico armazenado por 35 dias a 5 °C,
enquanto que a amostra elaborada com leite tratado termicamente (90 °C/20
minutos) reduziu 2 ciclos log. Entretanto, outros estudos demonstram que S.
thermophilus possui boa estabilidade durante a estocagem refrigerada em leite
fermentado feito a partir de leite tratado termicamente contendo L. acidophilus
(DAMIN et al., 2007; MARAFON et al., 2011; ZACARCHENCO e MASSAGUER-
ROIG, 2006).

A viabilidade da cultura probiética (L. acidophilus) nao foi alterada em funcao
da presséo utilizada no 1° e no 7° dia de armazenamento (Figura 4.2), mas a partir
do 14° até o 28° dia a amostra tratada a 180/5 MPa apresentou uma contagem
superior ao tratamento controle (15/5 MPa) (p<0,05), ndo apresentando diferenca
entre os outros tratamentos (p>0,05). No entanto, no 28° dia a amostra processada a
180/5 MPa apresentou também uma média estatisticamente superior (p=0,034) na
contagem de L. acidophilus em relacdo a amostra 50/5 MPa. Embora, a variacao
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tenha sido muito pequena (contagem da amostra 50/5 MPa no 28° dia de 1,29x10’
UFC.mL™" e 180/5 MPa no mesmo dia com 1,77 x 10” UFC.mL™), pode indicar um

comportamento diferenciado da cultura quando o leite € submetido a APD.
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Figura 4.1. Contagem de Streptococcus thermophilus durante a estocagem (5 °C) em
leite fermentado elaborado com leite submetido a homogeneizagdo convencional
(controle 15/5 MPa) e a APD (50/5 MPa, 100/5 MPa, 150/5 MPa e 180/5 MPa)
(valores médios, n=3).

Em estudo realizado por Patrignani et al. (2009), a APD a 60 MPa n&o alterou
a viabilidade da cultura de L. acidophilus em iogurte desnatado (< 0,1 % de gordura)
estocado durante 35 dias a 5 °C. Por outro lado, Patrignanni et al. (2007), verificaram
gue a pressao utilizada (20 MPa a 100 MPa) e a quantidade de gordura (0,75 % a
3,0 %) influenciam a viabilidade de Lactobacillus paracasei, sendo que quanto maior
os valores dessas variaveis melhor a estabilidade da cultura durante a estocagem
por 30 dias a 4 °C. Em queijo Crescenza, Burns et al. (2008) nao constataram perda
na viabilidade de L. acidophilus ap6s 12 dias de estocagem quando o leite (4,2 % de

gordura) foi processado por APD (100 MPa), enquanto o controle apresentou
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reducao de 1,17 ciclos log. A maior viabilidade da cultura na amostra submetida a
APD foi justificada por Burns et al. (2008) devido a maior concentragéo de peptideos
de baixo peso molecular e &cidos graxos livres (C18:1), compostos essenciais para o
crescimento de algumas espécies de Lactobacillus (ENDO et al., 2006; PATENEN,
MARTTINEN, ALATOSSAVA, 2001. GOMES, MALCATA e KLAVER, 1998; DAVE e
SHAH, 1998). Além disso, Ranadheera, et al. (2012) afirma que alteragdes causadas
na matriz dos alimentos podem favorecer significativamente a viabilidade de culturas
probidticas, como por exemplo, altas quantidades de gordura exercem efeito
protetivo para a cultura em queijo (STANTON et al., 1998).

Alguns autores relatam que quando o leite é aquecido para a producao de leite
fermentado as proteinas do soro (B-lactoglobulina) precipitam sobre a caseina
formando um complexo que pode impedir ou retardar a acessibilidade de proteases
as caseinas via repulsdao ou impedimento estérico (DATTA et al., 2002; SANDRA e
DALGLEISH, 2005). Sendo assim, a APD poderia atuar modificando a
conformagdo da proteina, expondo novos sitios de substrato e aumentando sua
suscetibilidade & acdo de proteases (BOUAOUINA et al., 2006; GARCIA-RISCO et
al., 2002; GOMES e MALCATA, 1999), o que pode favorecer a viabilidade de
culturas pouco proteoliticas.

Os resultados apresentados neste estudo e por Patrignanni et al. (2007),
demonstraram que a alteracao estrutural do gel formado quando o leite € submetido
por APD, pode modificar a manutenc¢do de culturas probio6ticas em leite fermentado
durante a estocagem. Contudo, variacbes no teor de gordura, tratamento térmico,
pressdes aplicadas, culturas utilizadas e a atividade metabdlica da cultura durante a
fermentacdo devem ser avaliados, bem como durante a estocagem refrigerada e na
sobrevivéncia das culturas probidticas durante a passagem pelo trato
gastrointestinal.
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Figura 4.2. Contagem de Lactobacillus acidophilus durante a estocagem (5 °C) em
leite fermentado elaborado com leite submetido a homogeneizagdo convencional
(controle 15/5 MPa) e a APD (50/5 MPa, 100/5 MPa, 150/5 MPa e 180/5 MPa)
(valores médios, n=3).

4.3.2 Potencial hidrogeniénico (pH)

O acumulo de acido latico, oriundo do metabolismo remanescente das culturas
durante a estocagem pode gerar defeitos nos produtos como a sinérese e reducao
da contagem de células viaveis, especialmente as culturas probitdticas (DAVE e
SHAH, 1997; GARDINI et al., 1999). Dessa forma, a redugdo do pH deve ser
verificada durante a estocagem refrigerada de leite fermentado probidtico.

Os resultados de pH estdo apresentados na Tabela 4.1 no qual se pode
observar que os tratamentos nao apresentaram diferenca entre si nos dias avaliados
(p>0,05), desta forma a APD aplicada no leite ndo afetam o pH dos leites
fermentados durante a estocagem. Exceto no 28° dia, no qual o processamento a
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180/5 MPa apresentou uma pequena reducdao do pH comparado com o0s outros
tratamentos (p<0,05), que pode ser atribuida a viabilidade ligeiramente mais alta de
L. acidophilus (Figura 4.2).

Resultados encontrados por Zacarchenco e Massaguer-Roig (2006) em leite
fermentado por S. thermophilus e L. acidophilus apresentaram reducdo de pH
semelhante ao presente trabalho durante a estocagem por 21 dias, com valores de
4,62 no 1° dia e 4,22 no ultimo dia.

Tabela 4.1. Média + desvio padréo (n=3) do pH de leite fermentado probidtico
elaborado com leite submetido a homogeneizagdo convencional (controle 15/5 MPa)
e a APD (50/5 MPa, 100/5 MPa, 150/5 MPa e 180/5 MPa) durante a estocagem a
5°C.

Controle
(15/5 MPa) 50/5 MPa 100/5 MPa 150/5 MPa 180/5 MPa

Dia1 | 4,57+0,01"® 458+0,01"® 4,59 +0,01"® 458 +0,01"* 4,59 +0,01"
Dia 14 | 4,2940,01%° 4,27 +0,02°° 4,27 +0,02"° 4,28 +0,01"° 4,26 + 0,01"°
Dia 28 | 4,24+ 0,01"° 4,23 +0,01°° 4,23 +0,01° 4,24 +0,01*° 4,21 +0,01°°

Médias com letras mailUsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si (p>0,05)
Médias com letras minUsculas iguais na mesma coluna nao diferem entre si (p>0,05)

A acidificacdo durante a estocagem ocorre devido a atividade metabdlica das
culturas, denominada pos-acidificacao (BEAL et al., 1999). Na literatura podem ser
encontrados alguns trabalhos que apontam a APD como tecnologia promissora na
reducdo da pos-acidificacdo, quando utilizado culturas de iogurte (Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) (LANCIOTTI et al., 2004;
SERRA et al., 2009b). Este efeito é justificado pela perda de viabilidade da cultura de
L. bulgaricus (SERRA et al., 2009b; PATRIGNANI et al., 2009), principal micro-
organismo responsavel pela producao de acido latico durante a estocagem (BEAL et
al., 1999). Esta reducgéo é justificada pelo acumulo de piruvato em concentragbes
toxicas a bactéria (SERRA et al., 2009b), ou pela maior quantidade de peptideos
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liberados em iogurte processados por APD, estimulando o crescimento de S.
thermophilus em relagdo ao L. bulgaricus (LANCIOTTI et al., 2004).

4.3.3 Atividade proteolitica

O ensaio espectrofotométrico baseado no método OPA detecta grupos a-
amino livres, liberados das proteinas lacteas apds atividade enzimatica, expressando
dessa forma, a atividade proteolitica das culturas (CHURCH et al., 1983).

A atividade proteolitica (expressa em absorbancia a 340 nm) do leite
fermentado probiético elaborado com leite submetido a APD esta demonstrada na
Tabela 4.2. Verificou-se que os leites fermentados nao apresentaram diferenca na
atividade proteolitica nos dias avaliados (p>0,05), desta forma a presséo aplicada ao
leite n&o influenciou a atividade proteolitica das culturas. Foi observado apenas um
ligeiro aumento durante o armazenamento (p<0,05) em todos os tratamentos, que
esta diretamente relacionado a baixa atividade proteolitica de algumas estirpes de S.
thermophilus (PEARCE e FLINT, 2002) e L. acidophilus (BANINA et al., 1998;
Capitulo 2 desta dissertagéo).

Estes resultados corroboram com estudo realizado por Serra et al., (2009c)
em iogurte (3,5 % de gordura), no qual a APD (200 MPa e 300 MPa) nao influenciou
a atividade proteolitica das culturas utilizadas.

Segundo Garcia-risco et al. (2002), o teor de gordura presente no leite influencia a
susceptibilidade das proteinas a agao proteolitica, sendo que em leite integral a APD
reduz a protedlise, mas em leite desnatado a APD favorece a atividade proteolitica,
principalmente quando realizado apds o tratamento térmico. O efeito observado no
leite desnatado ocorre, pois a APD modifica a estrutura da micela de caseina,
principalmente na regido periférica préxima a x-caseina (SERRA et al., 2009a),
ocasionando redugéo parcial da micela (SANDRA e DALGLEISH, 2005; ROACH e
HARTE, 2008), e consequentemente, aumentando o nivel de fragmentos caseicos na
fracdo soluvel (SANDRA e DALGLEISH, 2005; SERRA et al., 2008) e a
susceptibilidade da micela de caseina a degradagédo proteolitica (KHEADR et al.,
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2002). Porém, no presente estudo a presenca de gordura no leite submetido a APD
pode reduzir os glébulos a tamanhos tao pequenos que sao adsorvidos na superficie
das proteinas, podendo reduzir a susceptibilidade da proteina a atividade enzimatica
(GARCIA-RISCO et al., 2002; PAREDA et al., 2009; CIRON et al., 2010; ZAMORA et
al., 2012).

Tabela 4.2. Média * desvio padrao (n=3) da atividade proteolitica, expressa em
absorbancia a 340 nm, de leite fermentado probidtico elaborado com leite submetido
a homogeneizagdo convencional (controle 15/5 MPa) e a APD (50/5 MPa, 100/5
MPa, 150/5 MPa e 180/5 MPa) durante a estocagem a 5 °C.

Controle
(15/5 MPa) 50/5 MPa 100/5 MPa 150/5 MPa 180/5 MPa

Dia1 | 0,446+0,02°® 0,446+0,03"® 0,453+0,01" 0,456+0,01"% 0,443+0,01"2
Dia 14 |0,467+0,01%% 0,461+0,01"%® 0,456+0,01"% 0,451+0,02"* 0,480+0,01A%°
Dia 28 | 0,479+0,02"° 0,487+0,01"° 0,489+0,02"° 0,506+0,01"° 0,483+0,03""

Letras maiusculas iguais na mesma linha néo diferem entre si (p>0,05)
Letras minUsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si (p>0,05)

4.3.4 Sinérese espontanea e capacidade de retencao de agua (CRA)

Uma das mais importantes caracteristicas estruturais de leite fermentado tipo
firme é a sua propensdo a sinérese durante a estocagem (AKALIN et al., 2012).
Dessa forma, as anadlises realizadas neste trabalho tiveram por objetivo quantificar a
remocdo de soro do gel de leite fermentado probidtico, que esta diretamente
relacionada com as interacdes estruturais do gel e sua capacidade em reter o soro. A
sinérese espontdnea avalia a separacao do soro na superficie do gel apéds
manutencgao do frasco sob angulo de 45° e mantidos sob temperatura de 5 °C por 2
horas, e a CRA avalia o nivel de soro excedido apds o gel ser colapsado por forca
centrifuga (AMATAYAKUL et al., 2006).

Os resultados expressos nas Figuras 4.3a e 4.3b indicam uma tendéncia de

que a reducgao da sinérese espontanea e o aumento da CRA apresentam correlacao
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direta com o aumento da pressao utilizada no processo de APD, ou seja, quanto
mais alta a pressao a que o leite foi submetido maior a CRA, e consequentemente
menor a sinérese do produto. Por definicdo, sinérese espontanea é o resultado da
quebra estrutural do gel seguido de um rearranjo da rede, no qual resulta em
expulsédo de soro (LEE e LUCEY, 2003). Dessa forma, correlaciona-se as amostras
com maior expulsdo de soro com uma estrutura mais fragil, com menos interligacées
proteicas.

Estudo realizado por Serra et al. (2007) e Serra et al. (2009a), concordam com
os resultados encontrados no presente estudo. Este fenédmeno pode ser explicado
pela reducdao do tamanho das particulas, com consequente aumento da area
superficial retendo maior quantidade de soro (SANDRA e DALGLEISH, 2005; CIRON
et al., 2010; ZAMORA et al., 2012), desintegragédo parcial das micelas de caseina e
solubilizagédo do fosfato de célcio coloidal, elevando as interagcbes entre caseina-
caseina por interagdes hidrofébicas e eletrostaticas (SERRA et al., 2007; SERRA et
al., 2009a; GUERZONI et al., 1999). Outro fator relevante é a presencga de glébulos
de gordura no leite que quando sdo submetidos a APD reduzem de tamanho
(HAYES e KELLY, 2003; HAYES, FOX, KELLY, 2005) propiciando interacdes
favoraveis com as proteinas aumentando a rigidez do gel. Além disso, atuam como
enchimentos inertes quando nao interagem com as particulas de proteinas, ou seja,
ocorre formacao de clusters de glébulo de gordura cruzados por proteinas de soro de
leite desnaturadas, que associados com a rede base de caseina, aumentam a
extensdo do cross-linking e area de contato, aumentando a firmeza do leite
fermentado (LUCEY, MUNRO, SINGH, 1998).

Com relacdo as metodologias utilizadas de sinérese espontanea e CRA pode-
se observar que durante a estocagem (1° e 14° dia) ndo foram constatadas
diferengas (p>0,05) na sinérese espontanea entre as amostras processadas a baixas
pressoes (15/5 MPa, 50/5 MPa e 100/5 MPa), porém no ultimo dia de estocagem
(28° dia) as amostras diferiram entre si (p<0,05). Este comportamento pode ser
observado devido a reorganizacado estrutural das proteinas durante a estocagem
(SERRA et al., 2009a). Outro fator relevante é que a diferenga significativa (p<0,05)
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Figura 4.3. Porcentagem de soro removido por sinérese espontanea (a) e capacidade de retencao de agua,
expressa em porcentagem (% p/p) (b), do gel de leite fermentado probioctico elaborado com leite submetido a
homogeneizagdo convencional (controle 15/5 MPa) e a APD (50/5 MPa, 100/5MPa, 150/5 MPa e 180/5 MPa)

durante a estocagem a 5 °C. Médias com letras iguais ndo diferem entre si (p>0,05) (valores médios, n=3).
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entre os tratamentos de pressdes mais baixas (15/5 MPa, 50/5 MPa e 100/5 MPa)
observadas na andlise de CRA (1° dia) foram observadas pela metodologia de
sinérese somente no 28° dia de estocagem. Dessa forma, nota-se que a diferenca
estatistica entre as amostras (15/5 MPa, 50/5 MPa e 100/5 MPa) apés a fermentacao
(1° dia) foi avaliada de forma mais clara quando aplicado a metodologia de CRA
quando comparada com a sinérese espontanea. Este comportamento também foi
observado por Amatayakul et al. (2006), sendo de fundamental importancia escolher
a metodologia adequada para se avaliar a expulsdo de soro da amostra, destacando
que se a metodologia de sinérese for escolhida deve-se proceder a andlise durante a
estocagem.

4.4 Conclusao

Os resultados demonstraram que a viabilidade do S. thermophilus durante a
estocagem nao foi alterada em leite processado por APD e a cultura de L.
acidophilus apresentou contagem ligeiramente superior apenas na amostra
processada a 180/5 MPa a partir do 14° dia (0,26 ciclos log, p<0,05), o que
consequentemente, contribuiu para a maior reducao do pH neste tratamento. Porém
este estudo corroborou com resultados encontrados na literatura e fortalece a
hipétese de que a APD pode alterar a viabilidade de culturas probibticas em leite
fermentado, sendo importante, também, avaliar o comportamento de outras culturas
probidticas, bem como o sinergismo entre elas.

A APD foi capaz de causar modificagées estruturais nos constituintes do leite
fermentado que favoreceram a reducao da sinérese e aumento da CRA quanto maior
as pressoes utilizadas na APD. Entretanto, a atividade proteolitica da cultura n&o foi
influenciada pela APD.
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De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que a alta pressao dinamica
influencia a cinética de fermentacao e a atividade proteolitica das culturas, sendo que
quando utilizado maiores concentragées de gordura (3%) e cultura com atividade
metabdlica lenta (L. acidophilus) o tempo de fermentacdo aumenta e a atividade
proteolitica é reduzida. Entretanto, quando utilizado menor concentracao de gordura
(2%) e cultura com maior atividade metabdlica (S. thermophilus) a APD néao altera a
cinética de fermentagéo e a atividade proteolitica apds a fermentacdo. Desta forma,
conclui-se que a atividade metabdlica da cultura e a concentracdo de gordura
exercem grande influéncia na cinética de fermentacao quando o leite € submetido a
APD na fabricagao de leite fermentado.

O comportamento reolégico durante a fermentacdo e a estocagem
demonstraram correlagdo positiva entre os indices de consisténcia (K’ e K”) dos
leites fermentados probidticos e a pressao utilizada (até 200 MPa), sendo que as
diferencas entre o controle e as amostras processadas por APD aumentam durante a
estocagem. Além disso, observou-se que modificagdo estrutural causada pela APD
aumentou a capacidade de retencdo de agua e reduziu a sinérese espontanea do
produto.

A viabilidade das culturas ndao foram influenciadas pela APD, sendo que
apenas a cultura probidtica apresentou uma manutencao ligeiramente maior na
pressao de 180/5 MPa a partir do 14° dia, o que consequentemente, contribuiu para
a reducao do pH neste tratamento. A atividade proteolitica da cultura também n&o foi
influenciada pela APD.
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Sugestoes para trabalhos futuros

Os resultados desta dissertacao apresentaram de forma evidente que a APD
(até 200MPa) em leite (2% de gordura) promove aumento da consisténcia,
capacidade de retengdo de agua e reducdo da sinérese em leite fermentado
probidtico. No entanto, sugere-se para trabalhos futuros a avaliagdo da influencia da
APD aplicada em leite (variados teores de gordura) sobre a cinética de fermentacao
e a viabilidade de outras culturas probidticas durante a estocagem do produto, bem
como sua influéncia na sobrevivéncia da cultura durante a passagem pelo
tratogastrointestinal. Além disso, € importante avaliar o perfil de acidos graxos, os
peptideos liberados e os compostos aromaticos durante a estocagem, uma vez que

podem impactar na viabilidade da cultura e na aceitagdo sensorial do produto.
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