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RESUMO

Os leites fermentados apresentam um grande potencial para o desenvolvimento
de novos produtos com propriedades benéficas a saude. O extrato de café verde
apresenta diversas atividades biologicas, podendo ser utilizado como ingrediente
na industria de alimentos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da
adicdo de extrato de café verde (Coffea arabica L.) na viabilidade microbiana,
propriedades fisico-quimicas e bioativas, coloracdo e sinérese de um leite
fermentado probidtico. Os leites fermentados foram produzidos utilizando
Lactobacillus casei. A caracterizacado do extrato de café verde, bem como do leite
fermentado, com e sem extrato, foi realizada por meio da determinagdo da
atividade antioxidante pelo método de sequestro de radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH) e pelo método sistema (3- caroteno/acido linoleico e analise
espectroscopica no infravermelho médio com transformada de Fourier (FTIR-
MIR). As analises fisico-quimicas, colorimétrica, sinérese e a viabilidade do
Lactobacillus casei foram avaliadas nos leites fermentados apos a fermentagao e
durante o armazenamento a 4°C. A adicdo de extrato de café verde em leite
fermentado propiciou um aumento da atividade antioxidante do produto sem que
houvesse a perda da viabilidade da bactéria latica utilizada. Além de manter a
viabilidade, a utilizagdo do extrato permitiu uma maior multiplicagdo bacteriana. O
extrato de café verde mostrou-se promissor para a producéo de leite fermentado

com ingredientes naturais bioativos.

Palavras-chave: Coffea arabica L.; Lactobacillus; Fendlicos.



ABSTRACT

Fermented milks present great potential for the development of new products with
properties beneficial to health. The green coffee extract has several biological
activities and can be used as an ingredient in the food industry. The objective of this
work was to evaluate the influence of the addition of green coffee extract (Coffea
arabica L.) on microbial viability, physical-chemical and bioactive properties, color,
and syneresis of probiotic fermented milk. The fermented milks were produced using
Lactobacillus casei. The characterization of green coffee extract, as well as
fermented milk, with and without extract, was carried out by determining the
antioxidant activity by the method of sequestration of radical 2,2-diphenyl-1-
picrilhidrazila (DPPH) and by the system method (- carotene / linoleic acid and
spectroscopic analysis in the medium infrared with Fourier transform (FTIR-MIR).
Physical-chemical, colorimetric, syneresis and viability analyzes of Lactobacillus
casei were evaluated in fermented milks after fermentation and during storage at
4°C. The addition of green coffee extract in fermented milk provided an increase in
the antioxidant activity of the product without losing the viability of the lactic bacteria
used. In addition to maintaining viability, the use of the extract allowed greater
bacterial development. The extract of green coffee has shown promise for the
production of fermented milk with natural bioactive ingredients.

Keywords: Coffea arabica L.; Lactobacillus; Phenolics.
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1 INTRODUCAO

Os consumidores estao atentos a composi¢cao dos produtos alimenticios e
buscam cada vez mais alimentos que fornegam beneficios a sua saude (GALLINA et
al., 2012). O leite fermentado € um produto lacteo amplamente consumido também
por apresentar seus efeitos benéficos. Diferentes tipos ou variedades de leites
fermentados sdo desenvolvidos, visando atender a preferéncia dos consumidores
que estdo mais conscientes em relacdo aos seus habitos alimentares e buscam
alimentos mais saudaveis (SANCHEZ et al., 2009; AZEVEDO et al.,, 2011;
MEDEIRQOS et al., 2011; SANTOS et al., 2011; COSTA et al., 2013).

As tendéncias atuais de producdo de alimentos incluem a introducdo de
produtos que tenham propriedades benéficas a saude. As crescentes evidéncias de
que dietas que incluem substancias fendlicas podem trazer beneficios para a saude
dos consumidores propiciou um avango em pesquisas e desenvolvimento de novos
produtos (DZIKI et al., 2015).

Dentre os alimentos que apresentam elevados teores de substancias
fendlicas, destaca-se o café, com comprovados beneficios a saude, devido a varias
atividades Dbiolégicas, como antioxidante, anticarcinogénica e antimicrobiana
(GEORGE et al., 2008). Os graos de café verde possuem maiores concentracoes de
acidos clorogénicos (ACGs), quando comparados aos graos torrados, pois durante o
processo de torragdo essas substancias sao parcialmente degradadas (DUARTE et
al. 2005). Além dessas atividades descritas, sao realizadas pesquisas visando o
desenvolvimento de produtos alimenticios empregando os graos de café devido a
sua atividade prebidtica (DZIKI et al., 2015; DONMEZ; MOGOL; GOKMEN, 2017;
ZAIN; BABA; SHORI, 2018).

O consumo de alimentos funcionais tem aumentado em popularidade e,
certamente, parece ser mais do que apenas uma tendéncia (ABDEL-HAMID et al.,
2019). Diante disso, verifica-se a necessidade do setor de laticinios em aumentar a
producao de derivados do leite com propriedades bioativas, diversificando as formas
de consumo do produto (MEDEIROS et al., 2011).

A utilizacdo do café verde em matrizes lacteas apresenta resultados ainda
incipientes, requerendo o desenvolvimento de novos trabalhos a fim de otimizar a
sua aplicabilidade, principalmente avaliando a interacdo com os constituintes e com

as bactérias laticas.
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A interacdo entre substancias fendlicas e bactérias acido laticas ainda nao
estd bem elucidada. Algumas substancias fendlicas podem estimular a taxa de
multiplicagdo de bactérias laticas e outras podem ter efeito bactericida. Além disso,
as bactérias laticas podem promover a biotransformacédo das substancias fendlicas
por meio de enzimas especificas, resultando em um aumento ou uma redugéo da
atividade antioxidante.

Diante do exposto, o presente estudo avaliou a interferéncia da utilizagdo do
extrato de café verde em leites fermentados nas caracteristicas fisico-quimicas,

bioativas e microbioldgicas do produto.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LEITE E DERIVADOS LACTEOS

O leite possui um elevado valor biolégico na alimentagdo humana,
principalmente nos primeiros anos de vida, sendo, desta forma, considerado um
alimento completo. Apesar de o leite ser caracterizado como um produto
homogéneo, a caseina, que é considerada a proteina majoritaria, apresenta-se na
forma de suspensdo coloidal, juntamente com a emulsdo formada pela gordura,
enquanto os minerais e algumas proteinas estédo dissolvidas no soro aquoso (CRUZ
et al., 2016).

Na glandula mamaria das fémeas dos animais mamiferos ocorre a produgao
do leite. E relevante conhecer os processos de sintese do leite para entender a
composi¢cao do produto e suas variagbes, bem como as particularidades dos
produtos lacteos fabricados na industria de laticinios e os principios de
transformacao do leite e derivados (CRUZ et al., 2016).

As propriedades sensoriais e tecnoldgicas do leite podem ser alteradas pela
sua composicdo. Pode ocorrer uma grande variagdo nos teores de alguns
componentes como gordura e proteina, enquanto a lactose e os minerais variam em
menor proporgao (VARGAS et al., 2002; MONTANHINI; MORAES; NETO, 2013).

A composigédo do leite pode ser alterada por fatores que agem diretamente
sobre a sintese e a secregdao do componente ou agem sobre o componente ja
secretado, no interior da glandula mamaria. Os fatores mais importantes que afetam
a composigao do leite sdo a idade do animal, a genética, o estagio de lactagado, o
ambiente, o manejo de ordenha, a sanidade e a nutricdo do animal (RIBEIRO et al.,
2009; CABRAL et al., 2016).

O leite € um dos produtos mais versateis da industria de alimentos. Além de
ser consumido na forma original, também pode ser transformado em derivados,
como manteiga, queijos, iogurte, leite condensado, leite fermentado, doce de leite,
dentre outros. Dessa forma, sua aplicagao é constante e diversificada na industria de
alimentos, bem como na culinaria doméstica e industrial (SIQUEIRA, 2018).

Os derivados lacteos apresentam uma grande importancia nutricional, uma
vez que apresentam altos teores em proteinas e exibem em sua composicao

minerais e vitaminas. De acordo com a Organizagdo das Nagdes Unidas para a
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Alimentacdo e a Agricultura (FAO), ndo ha uma recomendagdo mundial para o
consumo de leite e derivados, de modo que cada pais desenvolve suas proprias
diretrizes alimentares levando em consideragao variaveis como a disponibilidade de
alimentos, os custos dos produtos alimenticios, o estado nutricional e os padrées de
consumo da populacdo (CRUZ et al.,, 2016; ZACARCHENCO; VAN DENDER;
REGO, 2017).

Os produtos lacteos constituem o mais importante segmento dos alimentos
funcionais (ABDEL-HAMID et al., 2019). O conceito de alimentos funcionais foi
introduzido no Japdo, por volta dos anos 1980, referindo-se aos alimentos que
demonstravam beneficios fisioldégicos, devido a presenga de alguma substancia
existente nos mesmos. Naquela época, uma das primeiras definicbes de alimentos
funcionais foi proposta pela Foods for Specified Health Use (FOSHU), descrevendo-
os como alimentos que tém efeito especifico sobre a saude devido a sua
constituicdo quimica, e que ndo devem oferecer risco a saude de quem os consome
(SANTOS et al., 2011; COSTA et al., 2013).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu
um regulamento técnico de procedimentos para registro de alimentos com alegagao
de propriedade funcional e alegagao de propriedade de saude. Com isso, estabelece
as diretrizes para sua utilizagdo, bem como as condigdes de registro para os
alimentos com alegagcao de propriedade funcional e/ou de saude. A alegacdo de
propriedade funcional engloba o papel metabdlico ou fisiolégico que o composto tem
no crescimento, desenvolvimento e manutengcdo do organismo humano, enquanto a
de saude inclui a existéncia da relagao entre o alimento ou ingrediente com doenca
ou condicao relacionada a saude (BRASIL, 1999).

E crescente o interesse dos consumidores por produtos lacteos em
decorréncia de suas propriedades benéficas a saude, como, por exemplo, a
atividade probidtica e prebidtica. O leite € a matriz que mais se destaca ao ser
empregada para obtengcdo de produtos com probidticos. Além disso, os
consumidores de leite fermentado associam que consumir esse produto € uma
forma de manter a saude digestiva, além de exercer efeitos benéficos em
desequilibrios gastrointestinais (ZACARCHENCO; VAN DENDER; REGO, 2017).
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2.1.1 Leite fermentado

Os leites fermentados sao produtos adicionados ou ndao de outras substancias
alimenticias, obtidos por coagulagdo e diminuicdo do pH do leite, ou reconstituido,
adicionado ou nao de outros produtos lacteos, por fermentagcédo lactica mediante
agao de cultivos de microrganismos especificos. Esses microrganismos especificos
devem ser viaveis, ativos e abundantes no produto final durante seu prazo de
validade (BRASIL, 2007).

Os leites fermentados apresentam um grande potencial para o
desenvolvimento de novos produtos, especialmente por estarem associados a
saude, o que vem sendo de grande interesse da industria lactea. O desenvolvimento
de novos produtos no setor lacteo apresenta algumas vantagens, tais como, as
propriedades tecnoldgicas da matriz lactea que permitem a viabilidade funcional de
ingredientes adicionados ao produto, a elevada praticidade dos derivados lacteos e
a relacdo que os consumidores fazem dos produtos lacteos com o aspecto de
saudabilidade (COSTA et al., 2013).

Além disso, sdo os produtos de escolha pela industria alimenticia para a
adicdo de culturas probioticas e substancias prebidticas (SANCHEZ et al., 2009).
Dos leites fermentados acrescidos de probidticos e prebidticos, o iogurte € o mais
popular, sendo elaborado a partir da fermentacido realizada pelas bactérias
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, podendo ser acrescido ou ndo de outras bactérias acido laticas (BRASIL,
2007; COSTA et al., 2013).

2.2 EMPREGO DE EXTRATOS VEGETAIS EM PRODUTOS LACTEOS

Nos ultimos anos, o crescente interesse do consumidor em adotar uma dieta
saudavel e a busca por produtos alimenticios diversificados levou a expansdo do
mercado de alimentos funcionais. A industria alimenticia tem interesse em fabricar
produtos alimenticios com melhores valores nutricionais e que tragam beneficios
para a promogao da saude (FENG et al., 2019).

O desenvolvimento de novos produtos utilizando extratos vegetais,
considerados seguros, do ponto de vista toxicolégico, se torna desejavel pelas
industrias de alimentos (HELAL; TAGLIAZUCCHI, 2018).
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Dentre os extratos obtidos a partir de vegetais, o extrato de café verde € uma
das fontes mais importantes de polifendis, em especial de acidos clorogénicos
(BABOVA; OCCHIPINTI; MAFFEI, 2016). Devido ao seu alto poder antioxidante, os
polifendis s&o considerados um dos compostos naturais mais relevantes a serem
utilizados como conservantes e ingredientes bioativos em alimentos (CALEJA et al.,
2016).

Os alimentos antioxidantes exercem um papel importante na saude humana,
pois sao responsaveis pela neutralizagao e desativagao de radicais livres (NIERO et
al, 2019).

Os radicais livres sédo definidos como qualquer espécie quimica que contenha
um ou mais elétrons n&o pareados nos orbitais externos. Esse ndo-emparelhamento
de elétrons da ultima camada é que confere alta reatividade a esses atomos ou
moléculas (BIANCHI; ANTUNES, 1999; BERNAUD; FUNCHAL, 2011). Eles sao
formados devido a agao catalitica de enzimas que ocorrem in vivo, pela exposi¢ao a
fatores exdgenos ou durante os processos de transferéncia de elétrons que ocorrem
no metabolismo celular (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

As reagdes metabdlicas, principalmente as que envolvem oxigénio, produzem
radicais livres com a capacidade de danificar outras moléculas por meio da
oxidacdo. Em condigbes normais, o sistema antioxidante tem a capacidade de
neutralizar a producdo de radicais livres. Contudo uma produgdo exacerbada ou
defeitos na capacidade antioxidante resultam em estresse oxidativo (BARBOSA et
al., 2010).

O estresse oxidativo e os radicais livres causam estresse citologico,
especialmente associado a peroxidagéo lipidica, clivagem do DNA e alteragéo
oxidativa de proteinas. Esse dano, em nivel bioquimico, tem associagdo com
diversas doengas como cancer, aterosclerose, artrite reumatoide, neurodegeneragao
e diabetes (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). A relagao entre estresse oxidativo e
doenca de Alzheimer sugere que o estresse oxidativo € uma parte essencial do
processo patologico, e antioxidantes podem ser favoraveis para o tratamento da
doenca (CHEN; ZHONG, 2014).

Os antioxidantes s&o substancias que podem retardar ou prevenir a oxidagao.
O excesso de espécies reativas de oxigénio (EROs) no corpo humano pode ser
removido por meio dos antioxidantes e, com isso, reduzir o risco de doengas

relacionadas ao estresse oxidativo (CHAN et al., 2018).
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Dentre os produtos alimenticios, os iogurtes e outros leites fermentados séo
muito versateis, uma vez que podem ser produzidos de forma simples ou
adicionados de outros ingredientes. Essa versatilidade proporciona o
desenvolvimento de diferentes tipos de produtos, tais como como iogurte grego,
desnatado, agitado, probidtico, prebidtico e simbidtico. Neste sentido, o uso de
preparacdes acrescidas de extratos de plantas pode aumentar as substancias
bioativas e atividade antioxidante dos leites fermentados (GRANATO et al., 2018).

Os leites fermentados podem ser elaborados com ingredientes que
apresentam atividades bioldgicas, uma vez que a incorporagao de diferentes frutas
ou extratos vegetais, que contém maiores concentragbes de polifendis, quando
adicionados em leites fermentados ganha percepgédo positiva do consumidor. As
substancias presentes no extrato vegetal podem interagir tanto com os constituintes
do leite quanto com as bactérias laticas utilizadas no processo fermentativo. Essas
interacdes podem propiciar efeitos benéficos ou ndo no produto final (JAZIRI et al.,
2009; RODRIGUEZ et al., 2009; WATERHOUSE; ZHOU; WADHWA, 2012; LEJKO;
SADY, 2015; GRANATO et al., 2018; MOGHADDAM et al., 2018; YU et al., 2018; NI
et al., 2018; CHOUCHOULI et al., 2013; LIU; LV, 2019).

Além de propiciar atividade bioativa aos produtos, os antioxidantes presentes
em vegetais sdo excelentes aditivos naturais e podem ser empregados também
como alternativa aos sintéticos. O consumo excessivo de aditivos alimentares
sintéticos esta relacionado a reagdes adversas gastrointestinais, respiratorias,

dermatoldgicas e neurolégicas (CALEJA et al., 2016).

2.3 CAFE VERDE

Nos ultimos anos, houve um grande interesse na utilizagado de graos de café
verde como aditivo alimentar natural para o desenvolvimento de produtos
alimenticios, visto que eles sdo uma importante fonte de substancias bioativas
principalmente de acidos clorogénicos (ACGs) (BUDRYN; ZACZYNSKA; ORACZ,
2016; DESAI et al., 2020; SWIECA et al., 2018).

Os graos de café verde sao obtidos apds as etapas de pds-colheita dos frutos
do café e ndo sdo submetidos ao processo de torragdo. Durante o processo de
torragdo ocorrem varias reacdes quimicas responsaveis pelas caracteristicas

sensoriais da bebida do café. Nesse processo, os acidos clorogénicos séao



19

parcialmente degradados, o que promove menores teores de ACGs aos graos
torrados quando comparados aos graos verdes (PEREIRA et al., 2019).

Devido a sua composi¢cdo quimica, o café verde pode ser empregado como
ingrediente funcional, pois aumenta as propriedades bioativas de produtos
alimenticios (BUDRYN et al., 2013; DZIKI et al., 2015; SWIECA et al., 2018; ZAIN;
BABA; SHORI, 2018).

Existem duas espécies principais de café com valor comercial, Coffea
arabica L. (café arabica) e Coffea canephora Pierre (café robusta). O café arabica
apresenta qualidades superiores de sabor e aroma se comparados ao robusta. No
entanto o café robusta apresenta maiores teores de acidos clorogénicos. As
propriedades sensoriais do café determinam o seu valor de mercado (ESQUIVEL &
JIMENEZ, 2012; CASAS et al., 2017; PEREIRA et al., 2019).

2.3.1 Composigao quimica dos graos de café verde

A composigdo quimica dos gréos de café verde ndo depende apenas da
espécie e do cultivo, mas também dos métodos de colheita, que podem ser manuais
ou mecanicos, processamento pés-colheita e armazenamento (CASAS et al., 2017).

Os compostos fendlicos sdo os metabdlitos mais abundantes nas plantas e
apresentam propriedade antioxidante. Os ACGs representam os principais
componentes da fragédo fendlica e sdo considerados os mais importantes nos graos
de café verde. A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica. Essas caracteristicas desempenham um
papel relevante na neutralizacdo de radicais livres e quelagdo de metais de
transicao, agindo na propagacédo do processo oxidativo (ABRAHAO et al., 2010).

Os acidos clorogénicos, encontrados principalmente no café verde, séo
polifendis dietéticos importantes e biologicamente ativos. Os ACGs sao ésteres
formados pela esterificacdo de um ou mais derivados do acido trans-cindmico com o
acido quinico (BAUER et al., 2018; PALMIERI et al., 2018). Eles representam um
grupo de metabdlitos secundarios fendlicos produzidos por algumas espécies de
plantas e um componente importante do café (Coffea spp.) (LALLEMAND et al.,
2012; BADMOS; LEE; KUHNERT, 2019). Muitos efeitos benéficos do café podem

ser atribuidos aos acidos clorogénicos, sendo o acido 5-O-cafeoilquinico o mais



20

abundante (BABOVA; OCCHIPINTI; MAFFEI, 2016; REGAZZONI et al., 2016;
VASUDEVAIAH et al., 2017; SWIECA et al., 2018;).

A Figura 1 apresenta o acido 5-O-cafeoilquinico (5-ACQ) e os seus isbmeros
acido 3-O-cafeoilquinico (3-ACQ) e acido 4-O-cafeoilquinico (4-ACQ) (CROZIER et
al., 2011; NARITA; INOUYE, 2015).

Figura 1 — Estrutura quimica dos acidos cafeoilquinicos

OH

OH
OH OH
OH OH OH 0 I
HOOCMOH OH ¢
OH O HOOCW\O HOOC OH
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OH OH O OH OH
Acido 3-O-cafeoilquinico Acido 4-O-cafeoilquinico Acido 5-O-cafeoilquinico

Fonte: Adaptado de (CROZIER et al., 2011).

Além dos acidos clorogénicos, diversos compostos bioativos estao
presentes no grao de café, tais como trigonelina, cafeina, tocoferois e diterpenos
(BAUER et al., 2018).

A cafeina € uma metilxantina classificada como pseudoalcaloide, que pode
atingir cerca de 1,45% e 2,38% em Coffea arabica L. e em Coffea canephora Pierre,
respectivamente, sendo o primeiro componente do café estudado pelas suas
propriedades neuroprotetoras, antioxidante e antibiotica (BABOVA; OCCHIPINTI,
MAFFEI, 2016; PAN et al., 2016; CIARAMELLI et al.; 2018).

Os carboidratos s&o os principais constituintes do grédo de café verde. Os
carboidratos soluveis apresentam um teor de 6% a 12,5% e os insoluveis, celulose e
hemicelulose, apresentam um teor de 41%-43% e 5%-10%, respectivamente
(DURAN et al., 2017).

A fragao lipidica dos graos de café verde € composta principalmente por
triacilglicerois, além de esterdis e tocoferdis. Adicionalmente, o d6leo de café
apresenta uma fracao insaponificavel que contém cafestol e caveol, dois diterpenos
de interesse devido as suas propriedades bioativas. Cafestol e caveol estido
presentes na forma livre e esterificada com diferentes acidos graxos (DURAN et al.,
2017).
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A composi¢do mineral dos graos esta relacionada a constituicdo do solo,
altitude, umidade e temperatura durante a formagao dos frutos do café. Em geral, o
potassio aparece em quantidades elevadas seguidas de fosforo, magnésio e calcio
(PEREIRA et al., 2019; SAMSONOWICZ et al., 2019).

Dentre os &acidos volateis encontrados no café estdo o acido acético,
propanoico, isovalérico, hexanoico, decanoico e dentre os acidos alifaticos nao
volateis estdo os acidos citrico, mélico e quinico (DURAN et al., 2017).

O processo de torragdo tem um impacto significativo sobre os compostos
volateis do café uma vez que o tempo e a temperatura afetam a composig¢ao do
aroma do café torrado e a capacidade de extracdo de cada substancia
(CAPORASO et al., 2018).

Os acidos clorogénicos, presentes nos gréos de café, sofrem alteragdes
durante o processo de torragdo. Nesse processo, ocorre a decomposi¢cao e a
formacado de novas substancias, alterando a capacidade antioxidante dos graos
(PRIFTIS et al., 2018; BURILLO et al., 2019). A torragdo pode contribuir com uma
perda do conteudo de ACGs, comprometendo seus beneficios (GETACHEW; CHUN,
2016; DESAI et al., 2020).

Sendo assim, o consumo de produtos com café verde tem aumentado nos
ultimos anos, uma vez que eles possuem maior concentracdo de &acidos
clorogénicos, que trazem beneficios a saude, quando comparados ao café torrado
(SARRIA et al., 2016).

Os extratos de café verde sao utilizados para enriquecimento de produtos
alimentares com o intuito de prevenir mudangas oxidativas nos alimentos, adicionar
propriedades bioativas e promover efeito benéfico a saude humana (BUDRYN et al.,
2013; DZIKI et al., 2015; BUDRYN; ZACZYNSKA; ORACZ, 2016; SWIECA et al.,
2018; ZAIN; BABA; SHORI, 2018).

2.4 BACTERIAS LATICAS

As bactérias acido laticas (BALs) sao caracterizadas como Gram positivas,
anaerobias facultativas, catalase negativas e nao esporuladas e apresentam como
principal produto de fermentagdo o acido latico. Produzem um vasto numero de

enzimas lipoliticas, glicoliticas e proteoliticas, que convertem os nutrientes
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fundamentais dos alimentos em substancias com propriedades desejaveis (MOTTA;
GOMES, 2015; BJORKROTH; KOORT, 2016; YERLIKAYA, 2019).

Sao0 pertencentes a ordem Eubacteriales, familias Streptococcaceae e
Lactobacillaceae. Os géneros que compdem as bactérias acido laticas sao
Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococcus, Tetragonococcus, Vagococcus,
Weissella, Streptococcus, Leuconostoc, Aerococcus, Oenococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Sporolactobacillus e Pediococcus (BJORKROTH; KOORT, 2016;
YERLIKAYA, 2019).

Nas fermentagcdes de leite e de queijos, as BALs sdo os principais
microrganismos que fornecem as mudangas sensoriais desejadas, além de
aumentar o prazo de validade e a inocuidade do produto. Muitos Lactobacillus e
Lactococcus spp. desempenham um papel importante nas fermentagcbes de
alimentos tradicionais e em uma gama crescente de novos alimentos e produtos
projetados para ter beneficios nutricionais ou outros beneficios especificos para a
saude (BJORKROTH; KOORT, 2016).

As propriedades desejadas nos alimentos serdo determinadas pela
composic¢ao do leite e pela estabilidade da atividade proteolitica, lipolitica e autolitica
das bactérias laticas. E importante considerar que diferentes espécies tém diferentes
padrées de comportamento e atividades em condi¢des industriais (MOTTA; GOMES,
2015). As BALs s&o relevantes na garantia da protegcado e seguranga dos produtos
lacteos por meio da producdo de acido latico, diacetil, peroxido de hidrogénio e
bacteriocinas que funcionam como agentes antimicrobianos (YERLIKAYA, 2019).

As condi¢bes de fermentacao, temperatura de armazenamento, métodos de
preservacao, bem como as caracteristicas inerentes de cada espécie podem afetar a
viabilidade desses microrganismos nos alimentos. Isso € fundamental para que as
culturas desempenhem suas fungdes e sdo importantes para determinar as
propriedades dos alimentos (MOTTA; GOMES, 2015).

Os probidticos sao definidos como microrganismos vivos que, quando
administrado em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do individuo
(ABDOLLAHZADEH et al., 2018; BRASIL, 2018). Além disso, outro critério para que
um produto seja considerado probidtico € a sobrevivéncia dos microrganismos
probioticos pela passagem no trato gastrointestinal (YERLIKAYA, 2019). Uma
distingdo deve ser feita entre culturas probidticas e culturas iniciadoras. Para serem

consideradas culturas probitdticas € essencial que sejam comprovados o0s seus
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beneficios a saude, enquanto para cultura iniciadora € necessario confirmar sua
capacidade de fermentar alimentos. Desta forma, nem toda cultura iniciadora é
probidtica, sendo assim, nem todo alimento fermentado deve ser considerado
probidtico (COSTA et al., 2013).

Algumas bactérias acido laticas sdo consideradas microrganismos probioticos
devido aos seus efeitos benéficos, incluindo a melhora das disfuncbes
gastrointestinais, aumento da imunidade, prevengédo do cancer, redugdo dos niveis
de colesterol no sangue, dentre outros (ABDOLLAHZADEH et al., 2018; JEONG et
al., 2018; YERLIKAYA, 2019). Lactobacillus, Streptococcus e Bifidobacterium, séo
constantemente usadas como bactérias probidticas (CHAN et al., 2018;
YERLIKAYA, 2019).

O grupo de Lactobabillus composto pelos Lactobacillus casei, Lactobacillus
paracasei e Lactobacillus rhamnosus, sao algumas das espécies probidticas mais
amplamente pesquisadas e aplicadas no mercado de produtos fermentados. As
bactérias com beneficios relacionados a saude tiveram associagdo com efeito
benéfico a saude humana, quando houve consumo diario de produtos lacteos
fermentados (HILL et al., 2018).

A capacidade de varias dessas cepas em contribuir na manutengdo de uma
microbiota saudavel pode ser uma terapia auxiliar ndo invasiva para uma série de
disturbios. Eles poderiam ser implantados profilaticamente ou terapeuticamente no
controle de varias doencas relacionadas a disturbios na microbiota intestinal. Os
mecanismos pelos quais essas bactérias, direta ou indiretamente, apresentam um
efeito benéfico a saude humana ainda ndo sao totalmente compreendidos e
requerem mais estudos. Potenciais mecanismos incluem a produc¢ao de substancias
antimicrobianas, como bacteriocinas, aprimorando a barreira epitelial por meio da
fixagdo, competicdo por locais de ligagdao com patdégenos ou modulagao do sistema
imunoldgico (HILL et al., 2018).

O probidtico Lactobacillus casei LAFTI L26 é capaz de sobreviver e ser retido
no trato digestivo de camundongos por pelo menos 48 horas, apds a administragao
oral (SU; HENRIKSSON; MITCHELL, 2007). A viabilidade e a atividade de uma
bactéria probiética nos alimentos e no hospedeiro sao consideragdes importantes,
pois essas bactérias devem sobreviver nos alimentos durante sua vida util e também
no trato gastrointestinal. Desta forma, se este probidtico fosse administrado

diariamente, uma populagdo consideravel de Lactobacillus casei LAFTI L26 viavel
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provavelmente seria retida no intestino (SU; HENRIKSSON; MITCHELL, 2007).
Devido as suas propriedades benéficas, ha um grande potencial de desenvolvimento
de novos alimentos funcionais e farmacéuticos com adigdo de Lactobacillus casei
(HILL et al., 2018).

Quando sao adicionados de bactérias produtoras de acido latico, os leites
fermentados apresentam uma grande notoriedade por parte do consumidor
associados a potenciais beneficios a saude e nutricdo, tais como a melhoria da
digestdo da lactose, a inibicdo de infecgdes intestinais e o controle dos niveis séricos
de colesterol (YU et al., 2018).

A interacdo entre substancias fendlicas e bactérias acido laticas ainda nao
estd bem elucidada. Algumas substancias fendlicas podem estimular a taxa de
multiplicagdo de bactérias laticas e outras podem ter efeito bactericida em dois
niveis diferentes da estrutura celular, parede celular e membrana citoplasmatica.
Essas alteragbes possivelmente levaram ao rompimento do envelope celular
(RODRIGUEZ et al., 2009). Além disso, as bactérias laticas podem promover a
biotransformacdo das substancias fendlicas por meio de enzimas especificas,
resultando em um aumento ou redugao da atividade antioxidante (KAPRASOB et al.,
2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da adicdo de extrato de café verde na viabilidade microbiana e

nas propriedades do leite fermentado probidtico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter o extrato aquoso de café verde seguido de secagem por atomizagao.

Determinar a atividade antioxidante do extrato de café verde pelo método de
sequestro de radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) e pelo método sistema -

caroteno/acido linoleico.

Caracterizar o extrato de café verde por meio de analise espectroscopica no

infravermelho médio com transformada de Fourier (FTIR-MIR).

Produzir um leite fermentado utilizando extrato de café verde como ingrediente e
realizar analises fisico-quimicas e microbioldgicas do produto apds a fermentagéo e

durante o armazenamento a 4°C.

Determinar a atividade antioxidante do leite fermentado pelo método de sequestro
de radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) e pelo sistema (- caroteno/acido

linoleico.

Caracterizar o leite fermentado por meio da analise espectroscopica no
infravermelho médio com transformada de Fourier (FTIR-MIR); analise colorimétrica

e determinacéo da sinérese.

Avaliar a viabilidade do Lactobacillus casei nos leites fermentados, apds a

fermentacao e durante o armazenamento a 4°C.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS

Para a elaboracdo do leite fermentado foi utilizado leite integral
ultrapasteurizado, extrato de graos de café verde e cultura probidtica liofilizada
LAFTI-L26 (DSM Food Specialties®), contendo Lactobacillus casei. Para a
obtenc&o do extrato foram utilizados gréos de café beneficiados (Coffea arabica L.),
adquiridos da Cooperativa dos Cafeicultores das Matas de Minas, Vigosa, Minas
Gerais. Os graos de café verde foram moidos em moinho de facas micro (MSSL-

030) e tamisados (granulagédo de 840 ym /malha n° 20).

4.2 METODOS

4.2.1 Preparo do extrato de café verde

Adicionou-se 10g dos graos de café verde moidos e tamisados (granulagao
de 840 pym /malha n° 20), em 100 mL de agua destilada. A extragao foi realizada por
agitacdo em agitador orbital shaker (Cienlab®), durante 2 horas, 200 rpm a 25 °C
(DAWIDOWICZ; TYPEK, 2016).

Posteriormente, o extrato obtido foi filtrado utilizando bomba de vacuo por
meio de funil de Biichener e vidraria de kitassato, utilizando papel de filtro, tipo millex
14 ym.

O extrato bruto obtido, apdés o processo de extracdo, foi submetido ao
processo de secagem utilizando-se o secador por atomizagdo mini spray dryer
modelo B-290 marca Buchi. Os parametros de secagem foram fixados em 160°C de
temperatura do ar de entrada e 80°C a 82°C de temperatura do ar de saida. A vazao
do ar de secagem foi de 40 L/min a 50 L/min e a vaz&o do produto foi de 25 L/min a
36 L/min (TORRES et al., 2016; NEVES et al., 2019). Ap6s a secagem, o extrato foi

armazenado em tubos Falcon hermeticamente fechado e mantido em dessecador.
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4.2.2 Caracterizagao do extrato de café verde

4.2.2.1 Atividade antioxidante do extrato de café verde

Determinacdo da atividade antioxidante pelo método de sequestro de radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)

A atividade antioxidante do extrato de graos de café verde frente ao radical
DPPH foi realizada segundo o método adaptado de Blois (1958). A amostra foi
adicionada em placa de 96 pogos nas concentra¢des de 250 a 0,49 pg/mL (diluigdes
sucessivas). Para isso, foram transferidos para um pog¢o da placa 100 yL de uma
solugdo 1 mg/mL em metanol (Biotec®) e foram realizadas 10 diluicbes sucessivas
1:2 em metanol. Posteriormente foram adicionados 150 pL de solugdo de DPPH (20
pg/mL) (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA) em metanol.

Para o preparo do branco foram utilizados todos os reagentes, exceto a
amostra, a qual foi substituida por metanol. A Quercetina (Dindmica®) foi utilizada
como substancia de referéncia. A placa foi incubada por 30 min ao abrigo da luz e
em sequéncia a absorbancia em espectrofotdmetro UV/visivel foi determinada a 517

nm.

Determinacdo da atividade antioxidante pelo método sistema [ caroteno/acido

linoleico

A atividade antioxidante pelo método do descoramento do sistema J-
caroteno/acido linoleico foi realizada segundo Marco (1968) com modificagbes. Para
o preparo da emulsdo, foram utilizados 30 pyL de acido linoleico, 265 uL de Tween
40, 100 pyL de solugado de B-caroteno em diclorometano (10 pg/mL) e 500uL de
diclorometano. A mistura foi submetida a nitrogénio gasoso por 50 minutos a fim de
obter a completa evaporagao do diclorometano. Foram adicionados 40 mL de agua
destilada previamente oxigenada (30 minutos), com o proposito de se obter uma
solugdo emulsionada com densidade o6ptica na faixa de 0,6-0,7 nm. O extrato foi
solubilizado em metanol na concentragédo de 222 ug/mL. 20 yL do extrato foram
transferidos para microplaca de 96 pocos e a cada amostra foram adicionados 250

ML da emulsdo. A absorbancia das amostras e do controle (sem adicdo de
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antioxidante) foi medida a 470 nm ao longo de 2 horas a 45°C. Foram efetuadas 9
leituras, com 15 minutos de intervalo entre cada uma delas. A atividade antioxidante

foi calculada por meio da seguinte formula:

Ac— A Apr — Agrp |
(A cr ) Al aF ) % 100
(Acr — Acr)

% inibicao =

Onde Aci e Aai representam a absorbéncia inicial do controle e da amostra
respectivamente. E Acr e Aar sdo as absorbancias finais do controle e da amostra

respectivamente.

4.2.2.2 Andlise espectroscopica no infravermelho médio com transformada de
Fourier (FTIR-MIR)

As analises por espectroscopia na regido do infravermelho médio das
microparticulas do extrato de grédos de café verde foram realizadas no modo de
transmitancia, utilizando o espectrobmetro FTIR-MIR, modelo Vertex 70, com
acessorio para Reflectancia Total Atenuada (ATR), (Bruker®) com resolugao de 4
cm™'. O espectro foi obtido pelo Software (OPUS®) 6,5 nos numeros de ondas
compreendidos na faixa de 900-3500 cm™!, com 64 leituras (scans). Os nimeros de
onda de 400-800 cm-" foram retirados por n&o conterem informagdes relevantes para
andlise do espectrémetro FTIR-MIR. Essa analise também foi realizada com o

extrato de graos de café verde como controle, segundo MOROS et al., 2006.

4.2.3 Producgao do leite fermentado

O leite fermentado foi preparado de acordo com o método ilustrado na Figura
2. Na preparagcédo com extrato foram adicionados 5% p/v de extrato de café verde
(BUDRYN et al., 2013; DONMEZ; MOGOL; GOKMEN, 2017). As preparagdes foram
pasteurizadas por 15 minutos a 85°C, seguidas de resfriamento a 40°C, inoculadas
com 0,25 mL de Lactobacillus casei (10'2 UFC/mL) (LAFTI-L26 - DSM®), conforme

recomendacgao do fabricante e incubadas a 37°C até pH 4,7. Posteriormente, as
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amostras foram armazenadas a 4°C por 21 dias (ABDOLLAHZADEH et al., 2018). O

experimento foi realizado em triplicata.

Figura 2- Fluxograma do processo de elaboracg&o do leite fermentado com extrato de
café verde
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Fonte: Elaborado pela propria autora
4.2.4 Analises fisico-quimicas e microbiolégicas
4.2.4.1 Composicao Centesimal

Para a obtencdo da composi¢ao centesimal do leite fermentado com adicéo

de extrato de café verde (LF-CE) e do leite fermentado sem adicao de extrato de
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café verde (LF-SE) foram realizadas as seguintes analises, em triplicata, de acordo
com os seguintes métodos:

v Teor de umidade: foi determinado pelo método de secagem em estufa
a 105°C (AOAC, 1997).

v Proteinas: o teor de proteinas dos leites fermentados foram
determinados através de método automatizado, utilizando o aparelho Sprint Protein
Analyser (CEM Corporation®). A dosagem de proteinas foi realizada a partir de 2
gramas de amostra seguindo as recomendacgdes do fabricante.

v Gordura: a analise foi determinada pelo método de Gerber (IAL, 2008).

4.2.4.2 Analises Microbiolégicas

As determinacdes de coliformes totais a 35 °C e coliformes termotolerantes a
45 °C foram efetuadas pelo método do numero mais provavel (NMP) como descrito
na 42 edicao do Compendium of Methods for the Microbiological Examination of
Foods (APHA 2001): Como teste presuntivo, uma aliquota de 1mL das amostras
foram transferidas para tubos contendo 9 mL de caldo Lauril Sulfato Triptose (LST)
(Ox0id®), e os tubos foram incubados em estufa a temperatura de 35 + 1 °C, por 24-
48 horas. As amostras que apresentaram multiplicagdo microbiana e produgao de
gas foram transferidas para tubos com 9 mL de caldo Verde Bile Brilhante (VBB)
(Oxo0id®) 2% para confirmagao, e incubadas a temperatura de 35 £ 1 °C, por 24-48
horas. A presenca de coliformes termotolerantes foi confirmada pela transferéncia de
uma algada, dos tubos considerados positivos no meio VBB, inoculadas em tubos
com 5 mL de caldo EC-mug (Himedia®) incubados em estufa por até 24 + 2 horas a
44 +1 °C.

Os bolores e leveduras foram enumerados pela inoculacdo de 1mL em
profundidade (método pour-plate) ajustado com 3,5 + 0,1 através da adigdo de
solucdo de acido tartarico com incubacdo em estufa por 3 a 5 dias a 25 £ 1 °C
(SILVA et al., 2007).
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4.2.5 Avaliagao da viabilidade das bactérias laticas

Para contagem do Lactobacillus casei tanto no LF-CE quanto nas amostras
de LF-SE foi utilizado o método de contagem em superficie empregando microgotas,
conforme descrito em SILVA et al. (2007). Em fluxo laminar, o envelope contendo a
cultura probiodtica liofilizada de Lactobacillus casei (LAFTI-L26 - DSM®) foi
solubilizado em 1L de leite desnatado estéril. De acordo com o fabricante a
quantidade total de células viaveis no envelope é de 102 UFC/mL. Foram entdo
aliguotados em porgcbes de 5 mL, transferidos para tubos estéreis (Falcon) e
estocados a —20°C. Segundo a recomendagdo do fabricante, foram empregados
0,25 mL dessa aliquota em 500 mL de leite UHT integral para fermentagao. Apos a
fermentacdo, 1 mL de cada amostra proveniente dos tempos 1, 7, 14 e 21 dias
foram transferidas para tubos contendo 9mL de agua peptonada 0,1% seguido de
sucessivas diluicdes até 108. Em placas de Petri contendo meio MRS Agar
(Merck®), foram efetuados 3 inéculos em superficie, pelo método de drop plate (10
uL) das amostras provenientes das diluigées: 10, 107 e 10-4.

Em seguida, foram incubados em microaerofilia a 35° + 1°C por 72 horas.

4.2.6 Atividade antioxidante do leite fermentado

4.2.6.1 Determinagao da atividade antioxidante pelo método de sequestro de radical
2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)

A atividade antioxidante do LF-CE e do LF-SE liofilizados nos tempos 1, 7, 14
e 21 dias, frente ao radical DPPH foi realizada de acordo com Blois (1958) com

modificagdes, conforme descrito no item 4.2.2.1.

4.2.6.2 Determinacdo da atividade antioxidante pelo método Sistema (-

caroteno/acido linoleico

A atividade antioxidante do LF-CE e do LF-SE liofilizados apés a fermentacgao
e durante o armazenamento, pelo método do descoramento do sistema -
caroteno/acido linoleico foi realizada segundo Marco (1968) com modificagdes,

conforme descrito no item 4.2.2.1.
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4.2.7 Andlise espectroscopica no infravermelho médio com transformada de
Fourier (FTIR-MIR)

As analises por espectroscopia na regidao do infravermelho médio das
amostras de LF-CE e LF-SE durante o periodo de armazenamento foram realizadas
no modo de transmitancia, utilizando o espectrémetro FTIR-MIR, modelo Vertex 70,
com acessorio ATR, (Bruker®) com resolugao de 4 cm-1, conforme descrito no item
422.2.

4.2.8 Analise colorimétrica

Para a obtencdo do perfil colorimétrico dos LF-CE e LF-SE, foi utilizado o
colorimetro da marca (Chroma Meter®), com leitura direta da reflectédncia das
coordenadas L*, a*, b* e calculo h* e C*. Foram realizadas trés medi¢cdes de cada
parametro colorimétrico com homogeneizagdo em cada uma das amostras de leite

fermentado durante o periodo de armazenamento (STANGERLIN et al., 2013).

4.2.9 Analise de sinérese

A sinérese das amostras de leite fermentado foi medida de acordo com a
metodologia proposta por Tamime et al. (1996). O método foi baseado no
movimento espontdneo de saida de soro do gel pela forga de gravidade. A
quantidade de soro expelido de 50g da amostra de leite fermentado armazenada

durante 7 dias a 10°C foi expressa como mL de soro drenado.

4.2.10 Analises estatisticas

A anadlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando programa de
estatistica GraphPad Prism® (versdo 6.0). Os resultados foram expressos pela
média t erro padrao da média, comparando os diferentes grupos de acordo com o
método de analise de variancia ANOVA, seguido do teste t de Student (p<0,05). Os
dados espectrais de absorcdo obtidos no FTIR-MIR foram realizados por meio de

analise de componentes principais (ACP) utilizando o software MINITAB 16.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DO EXTRATO DE CAFE VERDE

5.1.1 Atividade antioxidante do extrato de graos de café verde

Os resultados da atividade antioxidante do extrato de grdos de café verde

estdo demonstrados na Tabela 1. Corrigir o que esta em amarelo

Tabela 1 — Atividade antioxidante do extrato de café verde pelos métodos DPPH e [3-

caroteno/acido linoleico

Extrato de graos de

café verde Quercetina
Atividade antioxidante CEso 7,75+ 0,582 0,48 + 0,10P
(ug/mL) frente ao radical DPPH
% de inibicdo da co-oxidagédo 25,69 + 6,172 89,89 + 2,25b
do sistema [-caroteno/acido
linoleico

Os valores correspondem a média + erro padrao da média. Médias na mesma linha seguidas de letras diferentes
diferem entre si (p<0,05). CEso (Concentragdo do extrato necessaria para inibir metade da formagéo do radical

livre).

Fonte: elaborado pela prépria autora

Varios métodos tém sido utilizados para determinar a atividade antioxidante in
vitro. Dentre esses métodos, destacam-se o sistema de co-oxidagdo do [3-
caroteno/acido linoléico e o método de sequestro de radicais livres, como DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazila).

O método de oxidagao do B-caroteno/ acido linoleico avalia a atividade de
inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidagdo do acido linoleico. Esse
método determina a atividade de uma amostra ou composto de proteger um
substrato lipidico da oxidagdo. Ja o método de radicais livres esta baseado no

descoramento de uma solugao composta por radicais estaveis DPPH de cor violeta
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quando da adigdo de substancias que podem ceder um atomo de hidrogénio. Esse
ultimo, baseia-se na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um
oxidante (DUARTE- ALMEIDA et al., 2006).

Os resultados mostraram que o extrato de café verde apresentou atividade
antioxidante CEso frente ao radical DPPH de 7,75 pg/mL. Quanto menor o CEso,
menor a concentragdo antioxidante, menor a concentracdo de antioxidante
necessaria para inibir 50% do radical DPPH (DUARTE- ALMEIDA et al., 2006).

Kiattisin; Nantarat; Leelapornpisid (2016) relataram ter encontrado um CEso
de 5,00 (ug/mL) em um extrato de graos de café verde obtidos por maceragao
estatica em etanol. O solvente e as condigdes empregadas no processo sao
determinantes para a otimizagdo da extracdo. As solug¢des hidroalcodlicas e os
alcoois (principalmente metanol e etanol) sdo os solventes mais indicados para
otimizacao da extragdo de acidos clorogénicos (DAWIDOWICZ; TYPEK, 2016). No
entanto, para a escolha do solvente empregado deve-se considerar também os
produtos nos quais os extratos serdo empregados.

O extrato de café verde apresentou % de inibicdo da co-oxidagao do sistema
B-caroteno/acido linoléico de 25,69%. Os resultados encontrados foram inferiores ao
padrao utilizado, quercetina, mas bastante consideravel, uma vez que a extragao
ocorreu em agua. Os acidos hidroxicinamicos, incluindo os acidos clorogénicos, por
estarem na forma esterificada na natureza possuem maior solubilidade lipidica do
que na forma livre. Com isso, varias dessas substancias estdo sendo utilizadas
como antioxidantes para preservar sistemas lipofilicos. Compreender a propriedade
antioxidante do extrato de graos de café verde em meio lipofilico, permite entender
seus mecanismos de capitacdo de radicais livres de uma forma mais abrangente e
completa (RAZZAGHI- ASL et al., 2013).

5.2 CARACTERIZAGCAO FiSICO-QUIMICA E ANALISE MICROBIOLOGICA DO
LEITE FERMENTADO

Os resultados da analise fisico-quimica do leite fermentado, com e sem

adicao de extrato de café verde, estdo demonstrados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Analises fisico-quimicas do leite fermentado com e sem adi¢ao de extrato

de café verde

Analises LF-CE LF-SE
Umidade (%) 87,81 £ 1,272 88,77 £ 0,952
Proteina (g) 3,23 £ 0,082 3,52 + 0,04
Gordura (g) 3,03 + 0,042 3,02 + 0,042

Os valores correspondem a média + erro padrdo da média. Médias na mesma linha seguidas de letras diferentes
diferem entre si (p<0,05) pelo teste T- Student. LF-CE (Leite Fermentado com extrato de café verde); LF-SE
(Leite Fermentado sem extrato de café verde).

Valores médios das analises fisico-quimicas realizadas no leite fermentado com e sem adicédo de extrato de café
verde.

Fonte: elaborado pela prépria autora

De acordo com a Instrugdo Normativa 46 do MAPA (BRASIL, 2007), ndo ha
recomendacgdes minimas de umidade para produtos lacteos fermentados, como € o
caso do leite fermentado. No presente estudo, observa-se que ndao houve diferenca
significativa (p<0,05) entre o LF-CE e o LF-SE com relagao a esse parametro.

Os resultados do teor de proteinas encontrados nos LF-CE e no LF-SE estao
de acordo com a legislagéo brasileira em vigor uma vez que esta permite que leites
fermentados apresentem um conteudo minimo estabelecido de 2,9 g (g/1009)
(BRASIL, 2007).

Um produto para ser considerado integral deve possuir matéria gorda minima
de 3,0 (g/100g) (BRASIL, 2007), desta forma os leites fermentados elaborados neste
trabalho apresentaram valores de gordura conforme requerido pela legislagao e n&o
apontam diferengas significativas entre eles.

Quanto ao aspecto de inocuidade dos leites fermentados produzidos, ambos
atenderam os padrbes microbiolégicos recomendados pela legislagdo brasileira
(BRASIL, 2003), para bolores e leveduras (<10 UFC/mL), Coliformes a 35°C (< 0,3
NMP/mL) e Coliformes a 45°C (< 0,3 NMP/mL). Desta forma, é possivel inferir que,

os produtos foram elaborados de acordo com as Boas Praticas de Fabricacao.



36

5.3 VIABILIDADE DA CULTURA PROBIOTICA

Os resultados demonstraram que houve diferenga significativa (p<0,05) entre
as diferentes amostras de leite fermentado. A contagem de Lactobacillus casei no
LF-CE foi maior do que no LF-SE durante os 21 dias de armazenamento (10°
UFC/mL e 108 UFC/mL), respectivamente. A partir desses resultados notou-se que
no LF-CE o numero de células viaveis no produto durante todo o periodo de

armazenamento se manteve o mesmo, bem como para o LF-SE (Figura 3).

Figura 3 — Contagem do Lactobacillus casei LAFTI- L26 durante o armazenamento
do LF-CE e no LF-SE
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Os valores correspondem as médias + desvio padrdo. LF-CE (Leite Fermentado com extrato de café verde), LF-
SE (Leite Fermentado sem extrato de café verde).

Fonte: elaborado pela propria autora

A RDC N° 241, de 26 de julho de 2018 dispde sobre os requisitos para
comprovagao da segurancga e dos beneficios a saude dos probidticos para uso em
alimentos, para isso o microrganismo deve sobreviver as condi¢des do trato
digestorio humano.

De acordo com a legislacao para leite fermentado, este deve apresentar até o
final da vida de prateleira no minimo 108 UFC/g (BRASIL 2007). Desta forma, os
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resultados obtidos atendem a legislagdo em vigor e tem potencial como alimento
funcional.

Em relagdo a maior multiplicagdo do Lactobacillus casei no leite fermentado
com adi¢ao de extrato de café verde, o resultado do presente estudo foi semelhante
ao relatado por Mahmoud Abdel-Hamid et al. (2020), que encontraram uma melhora
significativa na viabilidade de L. casei no iogurte de bufala com adigcdo de extrato
aquoso de Siraitia grosvenorii em comparagdo com o iogurte probidtico controle.
Esse extrato contém fibras soluveis, monossacarideos, aminoacidos essenciais e
flavondides, que podem fornecer um efeito prebidtico para o L. casei.

Os constituintes presentes nos graos de café verde podem ter sido utilizados
como substrato para a multiplicagcdo do L. casei, uma vez que apresentam em sua
composi¢cado carboidratos soluveis e insoluveis, como a celulose e hemicelulose;
diversos compostos nitrogenados nao proteicos tais como a cafeina; acidos volateis
e nao volateis; minerais como potassio, calcio e magnésio além da fracao lipidica
composta principalmente por triacilglicerois, esterdis e tocoferdis (DURAN et al.,
2017).

O extrato de Echium amoenum foi empregado como matéria prima para a
producdo de suco fermentado por quatro linhagens de bactérias acido laticas
(Lactobacillus paracasei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum e
Lactobacillus delbrueckii). Nesse estudo in vivo, todas as cepas bacterianas
empregadas metabolizaram a glicose como a primeira fonte de carbono seguida de
frutose e sacarose. A glicose € uma fonte superior de carbono e energia para
Lactobacillus e bifidobactérias (JAHANDIDEH; MOUSAVI; RAZAVI, 2012).

Os oligossacarideos extraidos do café verde podem ser utilizados como fonte
de carbono para o cultivo de trés cepas de Lactobacillus, devido a eficiéncia
prebidtica, estimulando a multiplicacdo de Lactobacillus casei in vitro (DESAI et al.,
2020).

Outras espécies vegetais também podem apresentar agdo prebidtica
contribuindo para a multiplicagdo de bactérias laticas. A interferéncia do extrato de
Moringa oleifera na multiplicacdo de bactérias acido laticas como Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus acidophilus, foi avaliada durante a fermentacdo de
iogurte. O aumento da multiplicacdo das BALs pode ser atribuido aos componentes

do extrato de Moringa, como os polifendis. Os dados sugerem que o extrato de
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Moringa tem efeitos prebidticos, promovendo a multiplicagdo das BALs durante a
fermentacao do iogurte (ZHANG et al., 2019).

De forma similar, um estudo avaliou os efeitos da adigcao de extrato de cha
verde nas concentragdes de 1%, 2% e 3%, na multiplicagcdo de BALs durante a
fermentacdo do iogurte. Os resultados mostraram que os iogurtes suplementados
com extrato de cha verde apresentaram contagens de BALs superiores as do iogurte
controle. Foi relatado que os compostos fendlicos promoveram a multiplicacdo das
bactérias probidticas. Além disso, a adicdo de extrato de cha verde nos iogurtes
manteve os niveis de Streptococcus thermophilus e Bifidobacterium durante 21 dias
de armazenamento a frio (JEONG et al., 2018).

Os resultados do presente estudo foram relevantes tendo em vista que houve
um aumento da atividade antioxidante das amostras de leite fermentado com adi¢ao
de extrato de café verde sem prejudicar a viabilidade do Lactobacillus casei. Além
disso, a adicdo de extrato de café verde nas amostras favoreceu a multiplicagado da
bactéria, demonstrando que foi possivel aumentar a atividade biolégica e contribuir

para a viabilidade da cultura lactea no produto fermentado.

5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO LEITE FERMENTADO

5.4.1 Determinagao da atividade antioxidante pelo Método de sequestro de
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)

Os resultados da atividade antioxidante do leite fermentado sem extrato de
café verde foram acompanhados durante 21 dias de armazenamento a 4°C e estéao

apresentados na Figura 4.
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Figura 4 — Atividade antioxidante pelo método DPPH do leite fermentado sem extrato

de café verde ao longo da vida de prateleira

100 a
90
80
70
60

(%)

50
40
30
b

20
; T

Quercetina Dia1l Dia7 Dia 14 Dia21

Percentual inibicdo DPPH

Tempo

Médias de tratamentos seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia.

Fonte: elaborado pela propria autora

A atividade antioxidante da amostra de LF-SE apresentou um comportamento
heterogéneo durante os diferentes dias de armazenamento. O percentual de inibicao
foi maior nos dias 14 (37,63%) e 21 (41,50%) quando comparados aos dias 1
(20,16%) e 7 (7,55%).

O leite contém varios fatores antioxidantes, como peptideos bioativos derivados
das proteinas da caseina e do soro de leite, lactoferrina, urato, coenzima Q10,
vitamina C, vitamina E, B-caroteno e sistemas enzimaticos (CHEN et al., 2003;
PIHLANTO, 2006; LEJKO et al., 2014).

Além disso, foi observado que alguns Lactobacillus podem produzir substancias
com atividade antioxidante, sendo capazes de reduzir o risco de acumulagao de
EROs durante a ingestdo de alimentos (KULLISAAR et al., 2002). Alguns peptideos
antioxidantes foram identificados em produtos lacteos fermentados. No leite
fermentado com Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus foi descrito um peptideo
derivado de k-caseina com atividade de eliminagao de radicais DPPH (PIHLANTO et
al., 2006).
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A atividade antioxidante do leite fermentado com extrato de café verde foi
acompanhada durante 21 dias de armazenamento a 4°C e os resultados estédo

apresentados na Figura 5.

Figura 5 — Atividade antioxidante pelo método DPPH do leite fermentado com extrato

de café verde ao longo da vida de prateleira
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Médias de tratamentos seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia.

Fonte: elaborado pela propria autora

A atividade antioxidante do LF-CE nos dias 1, 7, 14 e 21 apresentou valores
de 85,89%, 90,24%, 74,82% e 72,13% respectivamente, indicando que a amostra
apresentou atividade antioxidante favoravel. No primeiro, sétimo e décimo quarto
dia, o percentual de inibicdo da amostra n&o apresentou diferenga significativa
(p>0,05), essa diferengca foi demonstrada entre o dia 7 com o ultimo dia de
armazenamento (p<0,05).

A atividade antioxidante do leite fermentado com adicdo de extrato de café
verde é resultado da modificagdo da matriz alimenticia bem como do metabolismo
do Lactobacillus casei que utiliza esse substrato. As principais substancias
responsaveis pela capacidade antioxidante do extrato de café verde sdo compostos
fendlicos, como os acidos clorogénicos, que sao ésteres de acidos hidroxicindmicos
(acido cafeico, acido ferulico e acido p-cumarico) com acido quinico (VASUDEVAIAH
et al., 2017; PALMIERI et al., 2018).
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Os microrganismos podem modificar a composi¢ao quimica do extrato de café
originando outras substancias que podem aumentar ou diminuir a atividade
antioxidante (PALMIERI et al., 2018).

A fermentagdo com Lactobacillus casei pode aumentar a atividade
antioxidante, podendo ser util na industria de laticinios, a fim de fornecer uma fonte
eficaz e segura de antioxidantes na dieta, beneficiando o consumidor (ZHANG et al.,
2011).

O comparativo da atividade antioxidante do leite fermentado com e sem
extrato de café verde foi acompanhada durante 21 dias de armazenamento a 4°C e

os resultados estdo apresentados na Figura 6.

Figura 6 — Atividade antioxidante pelo método DPPH do leite fermentado com e sem

extrato de café verde
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Médias de tratamentos seguidas de mesma letra ndo diferem entre si para 0 mesmo tempo, pelo Teste de Tukey
ao nivel de 5% de significancia. LF-CE, Leite Fermentado com extrato de café verde; LF-SE, Leite Fermentado

sem extrato de café verde.

Fonte: elaborado pela prépria autora

Ao comparar o LF-CE e o LF-SE em relagao ao percentual de inibicdo durante
o periodo de armazenamento, observa-se que a adicdo de extrato de café verde

contribuiu para o aumento da atividade antioxidante pelo método DPPH. A amostra
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de LF-CE apresentou valores superiores quando comparada ao LF-SE em todos os
tempos avaliados.

Diante do exposto, pode-se inferir que o LF-SE apresentou atividade
antioxidante por apresentar diversos compostos presentes no leite, além daqueles
oriundos do metabolismo do Lactobacillus casei. A atividade antioxidante
potencializada no LF-CE se deve a incorporagao do extrato de café verde na matriz

alimenticia a ser fermentada pelo Lactobacillus casei.

5.4.2 Determinagcdao da atividade antioxidante pelo Método Sistema -

carotenol/acido linoleico

A atividade antioxidante do leite fermentado sem extrato de café verde foi
acompanhada durante 21 dias de armazenamento e o0s resultados estdo

apresentados na Figura 7.

Figura 7 — Atividade antioxidante expressa como percentual de inibigdo pelo método
B- caroteno/acido linoleico do leite fermentado sem extrato de café verde ao longo

da vida de prateleira
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Médias de tratamentos seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia.

Fonte: elaborado pela propria autora
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A amostra de leite fermentado apresentou valores de 13,23%, 24,62%,
26,81%, 21,07% referentes aos dias 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento,
respectivamente.

Houve diferencga significativa do 1° dia comparado ao dia 7, 14 e 21. Porém, o
dia 7 e o dia 14, tanto quanto o dia 7 e o dia 21 foram significativamente iguais. Os
dias 14 e 21 diferiram significativamente entre si.

A atividade antioxidante do leite fermentado com extrato de café verde foi
acompanhada durante 21 dias de armazenamento e o0s resultados estdo

apresentados na Figura 8.

Figura 8 — Atividade antioxidante expressa como percentual de inibigdo pelo método
B- caroteno/acido linoleico do leite fermentado com extrato de café verde ao longo

da vida de prateleira
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Médias de tratamentos seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia.

Fonte: elaborado pela propria autora

Observa-se que houve diferenga significativa entre as amostras de LF-CE e a
quercetina pelo método B- caroteno/acido linoleico. A atividade antioxidante da
amostra foi de 28,87% no primeiro dia, 34,60% no sétimo dia, 34,78% no décimo

quarto dia e 31,21% no vigésimo primeiro dia de armazenamento.
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Os resultados revelaram que a amostra com extrato de café verde nao
retratou diferencga significativa ao longo dos 21 dias de armazenamento.

O método de oxidagdo do B-caroteno/ acido linoleico avalia a atividade de
inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidagdo do acido linoleico. O
método esta fundamentado em medidas espectrofotométricas da oxidagdo do B-
caroteno induzida pelos produtos de degradagdo oxidativa do acido linoleico
(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; ALVES et al., 2010).

O comparativo da atividade antioxidante do leite fermentado com e sem
extrato de café verde foi acompanhada durante 21 dias de armazenamento e os

resultados estdo apresentados na Figura 9.

Figura 9 — Comparativo da atividade antioxidante expressa como percentual de
inibicdo pelo método B- caroteno/acido linoleico do leite fermentado com e sem

extrato de café verde
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Médias de tratamentos seguidas de mesma letra ndo diferem entre si para o mesmo tempo, pelo Teste de Tukey
ao nivel de 5% de significancia. LF-CE, Leite Fermentado com extrato de café verde; LF-SE, Leite Fermentado

sem extrato de café verde.

Fonte: elaborado pela prépria autora

As amostras de LF-CE e LF-SE se comportaram de maneira diferente para o
método (- caroteno/acido linoleico quando comparado ao método DPPH. O
percentual de inibi¢gdo foi menor nesse método, para as duas amostras.

As amostras de LF-CE seguiram um padrao linear de percentual de inibigo,

nao apresentando diferenga significativa durante os 21 dias de armazenamento. No
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LF-SE ha um aumento no percentual de inibicdo nos dias 7 € 14 com uma
consequente redugao do dia 14 para o dia 21.
A amostra de LF-CE apresentou um maior percentual de inibicdo pelo método

B- caroteno/acido linoleico, quando comparada a amostra de LF-SE, a partir do dia 7
de armazenamento.

5.5 ANALISE ESPECTROSCOPICA NO INFRAVERMELHO MEDIO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR-MIR)

A figura 10 apresenta os espectros de absor¢cdo das amostras de leite
fermentado com e sem adigdo de extrato nos quatro dias de armazenamento (1,7,
14, 21), e do extrato puro de grdos de café verde. Os espectros mostram as

principais bandas de absor¢do em aproximadamente 1000, 1250, 1400, 1600,
1650,1750, 2850, 2900, 3300 cm-".

Figura 10 - Espectros FTIR-MIR dos leites fermentados e do extrato de café verde
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(Extrato de café verde puro). Primeiro dia de armazenamento (D1), Sétimo dia de armazenamento (D7), Décimo
quarto dia de armazenamento (D14), Vigésimo primeiro dia de armazenamento (D21).

Fonte: elaborado pela propria autora
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Todos os espectros apresentaram picos de absorgao nas mesmas bandas,
porém com diferentes intensidades e em alguns casos formatos de picos.

A regido entre 900-1200 cm-', refere-se a diferentes tipos de vibragées C-H,
C-0O e CHs que sao caracteristicas de carboidratos. O pico de intensidade mais alto
tanto para o extrato de café verde, quanto para as amostras de leite fermentado é
proximo a 1032 cm™ (VODNAR; POP; SOCACIU, 2012; PAUCEA et al., 2017). A
presenca desta alta absor¢do neste numero de onda era esperada, pois 0s
carboidratos sdo os principais constituintes do gréo de café verde (VASUDEVAIAH
et al., 2017).

A lactose é o principal glicidio do leite. A quantidade de lactose pode variar
em diferentes espécies, sendo que o leite de vaca apresenta em média 4,8% desse
agucar. A lactose € um dissacarideo formado pela ligagéo glicosidica 3(1,4) entre as
moléculas de galactose e glicose (CRUZ et al., 2016).

Em aproximadamente 1250 cm', o extrato apresentou o pico de maior
intensidade dentre as amostras, essa banda refere-se a deformacédo axial
assimétrica da ligacdo C-O-C, a qual indica a presenca de ésteres ou éteres
(LINGEGOWDA et al., 2013; GHAHFAROKHI et al., 2016). Possivelmente, houve
esta alta absorcao neste niumero de onda devido aos graos de café serem fontes de
substancias fendlicas, como acidos clorogénicos, que sdo encontradas sob a forma
de ésteres na natureza (UPADHYAY; RAMALAKSHMI; RAO., 2012; MOREIRA,
2013; AFFONSO et al., 2016; DESAI et al., 2020).

A regido localizada entre 1310 e 1790 cm-', esta relacionada ao estiramento
C=0, C=C e N-H dos grupos amida (MOROS et al., 2006). Essa é uma regido mista
contendo bandas vibracionais de acidos graxos, proteinas, polissacarideos,
substancias aromaticas, dentre outras.

E possivel identificar picos com diferentes intensidades e formatos tanto para
o extrato quanto para as amostras de leite fermentado na regido caracteristica de
carboidratos, atribuida a deformagédo assimétrica da ligagdo C-H sp? alifatica, em
aproximadamente 1450 cm™' de numero de onda (GHAHFAROKHI et al., 2016;
PANWAR et al., 2016).

Em torno do nimero de onda de 1600 cm™, os picos de absorbancia
correspondem a banda de estiramento da ligagdo C=C de substéncias aromaticas.
Essas vibragbes podem estar relacionadas ao alongamento do anel benzeno (SHAO

et al.,, 2014). O extrato de café verde € uma importante fonte de algumas
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substancias aromaticas como as substancias fendlicas que sdo um grupo extenso e
heterogénico, por isso o extrato € a amostra que tem o pico de maior intensidade
nesta regiao.

As amostras de leite fermentado possuem picos com o apice deslocados para
1650 cm™' de niumero de onda, diferentemente, do extrato de café verde. Essa regido
€ atribuida a vibragao de alongamento C=0 de lipideos (VODNAR; POP; SOCACIU,
2012). O pico de absorgdo em 1750 cm™ também ¢ caracteristico dos grupos
funcionais dos acidos carboxilicos e dos ésteres, oriundos principalmente dos
lipidios e acidos graxos (MOROS et al., 2006; VODNAR; POP; SOCACIU, 2012;
PAUCEA et al., 2017). A concentracdo de gordura no leite pode variar de 1% até
50% em diferentes ragas. Os triacilglicerdis constituem 98% do total de lipideos no
leite, contendo ainda diacilglicerol, monoacilglicerol, fosfolipidios, acidos graxos
livres, cerebrosideos, gangliosideos, colesterol e ésteres de colesterol, carotenoides,
vitamina A e vitamina E. Os triglicerideos sdao compostos por uma grande variedade
de acidos graxos livres que diferem quanto ao tamanho da cadeia carbonica, dentre
eles o acido butirico, palmitico, oleico entre outros (CRUZ et al., 2016).

Em 2500-3000 cm-! de nimero de onda, ha picos referentes as vibragées dos
grupos CH2 e CHs dos acidos graxos presentes em amostras de leite fermentado,
como descrito por Moros et al. (2006). Duas bandas distintas e especificas para
bactérias probidticas sdo localizadas em torno de 3000 cm-! (~ 2845 e ~ 2929 cm"),
estas sdo caracteristicas de acidos graxos da parede celular bacteriana (MOROS et
al., 2006; VODNAR; POP; SOCACIU, 2012). Nessa regidao o extrato de graos de
café verde possuiu baixa absorgéao.

Ao analisar visualmente os espectros de absorcao, nao foi possivel evidenciar
as diferencas entre as amostras de leite fermentado com e sem adi¢cdo de extrato
em relagdo a presencga e auséncia de picos, apenas na intensidade deles, por isso
foi realizada a analise de componentes principais (ACP) para melhor avaliar, por
meios estatisticos, as diferengas entre os perfis espectrais.

Essa dificuldade na analise visual dos espectros pode estar relacionada aos
constituintes de maior concentragao do leite fermentado que possuem absor¢céo nas
mesmas bandas da regiao MIR, como é o caso das proteinas, lipideos e agucares,
nao evidenciando os picos relacionados a adigdo de extrato (VODNAR; POP;
SOCACIU, 2012; PAUCEA et al., 2017).
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A Figura 11 mostra o grafico de pontuagdo da ACP para o primeiro e o
segundo componente principal (PC1 e PC2) aplicados aos espectros 400 a 3500
cm’' das amostras de leite fermentado com adigédo de extrato de café verde ao longo
do armazenamento. Os primeiros PCs acumularam 85,3% da variagao (PC1: 47,2%;
PC2: 38,1%).

Figura 11 - ACP aplicada as amostras de leite fermentado com adi¢do de

extrato de café verde ao longo do armazenamento
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LF-CE, Leite Fermentado com extrato de café verde. Primeiro dia de armazenamento (D1), Sétimo dia de
armazenamento (D7), Décimo quarto dia de armazenamento (D14), Vigésimo primeiro dia de armazenamento
(D21).

Fonte: elaborado pela propria autora

As amostras de leite fermentado com adicdo de extrato de café verde nos
dias 1, 7 e 14 de armazenamento se agruparam na regiao negativa de PC1,
enquanto a amostra do dia 21 permaneceu na regido positiva do PC1. Os leites
fermentados dos dias 7 e 14 apresentaram semelhancgas entre si, pois se agruparam
na regidao de PC2 positiva. As amostras dos dias 1 e 21 foram as que mais se
distanciaram demonstrando que houve alteragdes quimicas ao longo do periodo de

armazenamento.
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A Figura 12 mostra o grafico de ACP para o primeiro e o segundo
componente principal (PC1 e PC2) aplicados aos espectros 400 a 3500 cm™' das
amostras de leite fermentado sem adicdo de extrato de café verde ao longo do

armazenamento. Os primeiros PCs acumularam 85,7% da variagdo (PC1: 69,0%;

PC2: 16,7%)

Figura 12 - ACP aplicada as amostras de leite fermentado sem adicao de
extrato ao longo do armazenamento
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LF-SE, Leite Fermentado sem extrato de café verde. Primeiro dia de armazenamento (D1), Sétimo dia de
armazenamento (D7), Décimo quarto dia de armazenamento (D14), Vigésimo primeiro dia de armazenamento
(D21).

Fonte: elaborado pela propria autora

A analise de componentes principais demonstrou que as amostras de leite
fermentado sem adigédo de extrato dos dias 1 e 7 de armazenamento se agruparam
na regiao positiva de PC1, e as amostras dos dias 14 e 21 ficaram na regiao
negativa do PC1. Enquanto no PC2, os leites fermentados dos dias 1, 7 e 14 se

agruparam na regido negativa e a amostra do dia 21 ficou na regido positiva.
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Os resultados da ACP demonstram que durante o armazenamento ocorreram
modificagdes na constituicao quimica do leite fermentado sem extrato, na qual houve
menor diferenga entre as amostras dos dias 1 e 7, seguidas da amostra do dia 14
que se diferenciou das duas amostras iniciais, e finalizando com a amostra do dia 21
que apresentou maior diferenca em relagao ao inicio do armazenamento.

A Figura 13 apresenta o grafico de ACP para o primeiro e o segundo
componente principal (PC1 e PC2) aplicados aos espectros 400 a 3500 cm™' das
amostras de leite fermentado com e sem adicdo de extrato de café verde nos 4

tempos de armazenamento. Os primeiros PCs acumularam 77,6% da variagao (PC1:

49,7%; PC2: 27,9%).

Figura 13 - ACP aplicada as amostras de leite fermentado com e sem adic&o
de extrato de café verde
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LF-CE, Leite Fermentado com extrato de café verde; LF-SE, Leite Fermentado sem extrato de café verde;
Primeiro dia de armazenamento (D1), Sétimo dia de armazenamento (D7), Décimo quarto dia de

armazenamento (D14), Vigésimo primeiro dia de armazenamento (D21).

Fonte: elaborado pela propria autora

Os leites fermentados com adicdo de extrato de café verde ao longo do

armazenamento se agruparam na regido negativa de PC1, enquanto as amostras de
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leite fermentado sem extrato ficaram na regidao de PC1 positiva, menos a amostra do
dia 14. As amostras LF-CE e LF-SE ficaram nitidamente separadas entre si.

Pela analise visual de comparacao dos espectros entre os leites fermentados
nao foi possivel visualizar muitas diferencas. No entanto, pela ACP foi comprovado
que a concentragcdo de extrato de café verde promoveu alteragbes na constituicao
quimica dos leites fermentados. Isso se deve, principalmente, pela incorporacéo de
diferentes constituintes e modificagbes devido aos metabdlitos gerados pela
bactéria.

5.6 ANALISE COLORIMETRICA DOS LEITES FERMENTADOS

Os valores médios dos parametros de coloracdo das amostras de leite

fermentado com e sem extrato de café verde estao representados na Tabela 3.

Tabela 3 — Valores médios dos parametros de cor das amostras de LF-SE e LF-CE

durante 21 dias de armazenamento

AMOSTRAS DIA1 DIA 7 DIA 14 DIA 21

L*

LF-SE 97,64 + 0,107 97,56 + 0,10%° 96,22 + 0,1242 97,06 + 0,254

LF-CE 88,22 + 0,298 90,27 + 0,208 89,92 + 0,868 89,21 £ 0,878
a*

LF-SE -2,54 + 0,037 - 2,66 + 0,05%a - 2,77 £ 0,0672 - 3,06 + 0,0442

LF-CE - 3,41+ 0,574 - 3,21+ 0,467 - 3,29 + 0,5612 - 3,26 + 0,402
b*

LF-SE 10,32 + 0,3442 9,10 £ 0,25%a 9,92 + 0,414a 9,45 + 0,2142

LF-CE 14,44 + 0,818 12,29 + 0,168° 13,23 + 0,94Ba0 13,59 £ 0,47Ba0
h*

LF-SE 103,84 + 0,34%a 106,29 + 0,274a 105,62 £ 0,314a 107,97 + 0,21Bab

LF-CE 103,54 + 1,88%a 104,65 + 2,10/Ba 103,88 + 1,51Apa 103,62 £ 1,337
C*

LF-SE 10,63 + 0,352 9,48 + 0,25%a 10,3 £ 0,414 9,94 + 0,2142
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LF-CE 14,85 + 0,9082 12,70 + 0,158° 13,64 + 1,04Ba0 13,98 + 0,54Ba0

Os valores correspondem as médias + desvio padrdo. Médias seguidas por letras maiusculas na coluna e letras
minusculas na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). LF-CE (Leite Fermentado com extrato de
café verde); LF-SE (Leite Fermentado sem extrato de café verde). H* angulo de tonalidade; C* indice de
saturagao/ croma; L* luminosidade; a* Coordenada verde-vermelho; b* Coordenada azul-amarelo.

Fonte: elaborado pela prépria autora

Os parametros de cor avaliados foram, a coordenada L* que representa o
quanto clara ou escura é a amostra, com valores variando de 0 (totalmente preta) a
100 (totalmente branca); coordenada a* (componente verde/vermelho), onde valores
negativos e positivos indicam, respectivamente, cores verde e vermelha e a
coordenada b* (componente azul/amarelo), de modo que valores negativos indicam
cor azul e valores positivos indicam cor amarela. A partir dos valores de a* e b*,
foram calculados o croma (C*) (pureza da cor ou saturagdo) e o angulo hue (h*)
[indica a variagao de cor no plano formado pelas coordenadas a* e b* variando entre
o vermelho (0°), amarelo (90°) e verde (180°)], através das formulas: C*= (a*? +
b*2)!2 e h° = arc tan (b*/a*) (BICHO et al., 2012; MAMEDE et al., 2015; ZHANG et
al., 2019).

Ao avaliar o LF-CE e LF-SE, apés o término do processo fermentativo, houve
diferenga significativa para as coordenadas L*, b* e C*. O LF-CE apresentou menor
valor de luminosidade e maiores valores para a coordenada b* e o indice de
saturagao (C*).

O LF-SE nao apresentou mudanga de coloragdo ao longo do tempo para
nenhuma das coordenadas avaliadas. Para as coordenadas L* e a* o LF-CE néo
apresentou alteragdo de coloragdo ao longo dos 21 dias de armazenamento, porém
para a coordenada b* observa-se que a amostra do dia 1 diferiu significativamente
do dia 7 e n&o apresentou diferenca com o dia 14 e dia 21. Ja as amostras do dia 7,
14 e 21 nao diferiram significativamente entre si.

Os resultados encontrados no presente estudo para o leite fermentado com
adicdo de extrato estdo de acordo com os achados de Najgebauer-Lejko et al.
(2019) para dois parametros analisados (L* e b*). Eles encontraram baixa
luminosidade (L*) e valores mais altos para os componentes a* e b* no iogurte com
adicao de extrato de cha Pu-erh.

As alteragdes nos leites fermentados com extratos vegetais dependem das

caracteristicas de cada extrato e das concentragdbes empregadas, mantendo a
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luminosidade igual ao leite fermentado sem extrato ou diminuindo seus valores. As
demais coordenadas sao variaveis em funcdo do extrato vegetal empregado
(ZHANG et al., 2019; LEJKO et al., 2014). Os resultados encontrados no presente

estudo, ndo compromete a coloragcao do produto final.

5.7 ANALISE DE SINERESE

A amostra de leite fermentado com extrato de café verde apresentou 2,7
mL + 0,9 de soro enquanto a amostra de leite fermentado sem extrato de café verde
nao apresentou sinérese.

As caracteristicas fisicas dos leites fermentados, como a sinérese, sao
importantes tendo em vista que podem limitar o prazo de validade e a aceitabilidade
dos produtos pelos consumidores. Ela é considerada um dos parametros mais
importantes que indicam a qualidade do leite fermentado durante o armazenamento
(DONMEZ; MOGOL; GOKMEN, 2017).

Os estudos que utilizam extratos vegetais na elaboracdo de leites
fermentados demonstram que a sinérese nesses casos é dose dependente e
sugerem que concentragdes maiores de polifendis podem induzir a sinérese devido
a nao preservagao do gel formado (NAJGEBAUER-LEJKO et al., 2014, JEONG et
al., 2018). Além da concentragédo de extrato empregada, a espécie vegetal também
interfere na sinérese devido aos diferentes perfis e concentracbes de polifendis
(NAJGEBAUER-LEJKO et al., 2014; DONMEZ; MOGOL; GOKMEN, 2017).

De acordo com o modelo de interagao proteina-polifenol proposto por Siebert
et al. (1996) a estrutura molecular formada a partir da ligacdo dos compostos
fendlicos aos sitios de ligagdo das proteinas, podem influenciar a liberagdo do soro
presente no gel. Sendo assim a concentragdo e a constituicdo tanto das proteinas
quanto das substancias fendlicas podem propiciar um aumento ou diminuigdo da
sinérese.

Doénmez et al. (2017) descreveu uma reducao da sinérese em iogurte quando
se empregou o extrato de café verde (Coffea canephora var. ‘Robusta’) a 2%, e
nessa mesma concentragdo houve um aumento da sinérese quando utilizou-se o
extrato de cha verde. No entanto, em concentragdes menores do cha, houve uma
reducdo da sinérese. Além da concentragdo de extrato utilizada, destaca-se também

que quantidade de substancias fendlicas por miligrama de extrato bem como o perfil
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fendlico sdo variaveis importantes a serem avaliadas na determinagao da sinérese.
Comparados a espécie Coffea arabica L. os graos de café robusta apresentam
maior concentracdo de fendlicos (JESZKA-SKOWRON et al. 2016). Os extratos
vegetais em p6 empregados em leites fermentados podem ser obtidos por meio de
secagem em spray dryer. Durante a secagem podem ser empregados agentes
encapsulantes, como por exemplo o amido (GARCIA-GURROLA et al., 2019). A
utilizacdo de outros ingredientes durante a secagem do extrato pode interferir na
sinérese do leite fermentado. O amido € um dos agentes espessantes mais
utilizados na industria, podendo melhorar as caracteristicas de determinados

alimentos em relagao a sinérese e a consisténcia (COSTA et al., 2013).
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6 CONCLUSAO

A adicao de extrato de café verde em leite fermentado propiciou um aumento
da atividade antioxidante do produto sem que houvesse a perda da viabilidade da
bactéria latica. Além de manter a viabilidade, a utilizagdo do extrato permitiu uma
maior multiplicacdo do Lactobacillus casei.

Os resultados das analises fisico-quimicas e microbiolégicas dos leites
fermentados, com e sem extrato de café verde, estdo de acordo com a legislagao
vigente. As andlises de avaliagdo de cor e espectroscopia no infravermelho,
demonstraram as diferencas fisicas e quimicas dos dois produtos.

O LF-CE apresentou baixa luminosidade e maiores valores para a
coordenada b* e o indice de saturagao (C*), quando comparado ao LF-SE.

A analise feita pela ACP mostrou que a adicdo de extrato de café verde
promoveu alteragdes na constituicdo quimica dos leites fermentados, principalmente
pelas modificagdes devido aos metabdlitos gerados pela bactéria.

A adicao de extrato de café verde, nas condi¢des utilizadas neste trabalho,
promoveu maior sinérese. Desta forma, se faz necessario o ajuste da concentragao
de extrato a ser adicionado ou a adigdo de ingredientes permitidos pela legislagcao
visando a reduc¢ao da sinérese.

A utilizacao do extrato de café verde no desenvolvimento de leite fermentado
empregando ingredientes naturais com propriedades bioativas mostrou-se
promissora, apresentando um constituinte inovador e uma alternativa frente a outros

ingredientes com caracteristicas antioxidantes.
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