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APRESENTACAO

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Agrarias, série de livros de publicacao da
Atena Editora, em seu Il volume, apresenta, em seus 17 capitulos, uma ampla gama de
assuntos sobre os recentes avancos cientificos e tecnolégicos nas Ciéncias Agrarias,
com énfase para as areas de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Engenharia Agricola,
Engenharia Florestal e Zootecnia.

Nos ultimos anos nos deparamos constantemente com alguns questionamentos
sobre o incremento populacional e a demanda por alimento. E, a principal davida por
muitos € se faltara, no futuro, alimento no mundo? No6s pesquisadores, acreditamos que
nao. Pois, com o avanco das Tecnologias da Ciéncias Agrarias temos a possibilidade de
incrementar a produtividade das culturas, com praticas sustentaveis.

Cabe salientar, que a producao de alimentos é para uma populacao cada vez mais
exigente em qualidade. Portanto, além do incremento em quantidade de alimentos, sera
preciso aumentar a qualidade dos produtos agropecuarios e assegurar a sustentabilidade
da agricultura, por meio do manejo e da conservacao dos recursos naturais.

A agricultura € uma ciéncia milenar e tem sido aprimorada pelos profissionais da
area. Ao longo dos anos, os pesquisadores tém provado que é possivel aperfeicoar as
técnicas de cultivo e garantir o aumento de produtividade das culturas. E possivel destacar
alguns dos impactos tecnolégicos na agricultura, a exemplos a Revolucao Verde (1970),
o Sistema Plantio Direto (1980), a Biotecnologia (1990), a Agricultura de Precisao (2000)
e, diversas outras que surgirdo para garantir uma agricultura mais eficiente, sustentavel
e que possa atender os anseios da sociedade, seja ela, na producao de alimento e na
preservacao do meio ambiente.

Aos autores dos diversos capitulos, pela dedicacao e esforcos sem limites, que
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avancos cientificos e tecnolégicos nas
Ciéncias Agrarias, os agradecimentos dos Organizadores e da Atena Editora.

Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e instigar mais pesquisadores na
constante busca de novas tecnologias para as areas de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Engenharia Agricola, Engenharia Florestal e Zootecnia e, assim, garantir a producao de
alimentos para as futuras geracoes.

Fabio Steiner
Alan Mario Zuffo
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RESUMO: O logurte é um leite fermentado por
bactérias termofilas, por coagulacao e diminuicao
do pH do leite, € um alimento que recebe alegacdes
de saude. O soro de leite, sub-produto da industria
de laticinios vem despertando o interesse devido
as suas potencialidades especificas. A propolis
muitos compostos bioativos
Objetivou-

vermelha possui
considerados benéficos a saulde.
iogurtes (morango e goiaba)
elaborados com soro de leite (1%), fortificados com
propolis vermelha (0,1%, 0,2% e 0,3%). As analises
sensoriais ocorreram por teste analitico subjetivo

se caracterizar

e submetidos a analise estatistica pelo teste de
Tukey (p< 0,05) e estatistica multivariada (ACP e
AHC). Foram caracterizados por analises fisico-
quimicas: pH, acidez titulavel, lipidios, umidade,
soOlidos totais, lactose e cinzas. Avaliados em 1,
15 e 28 dias para coliformes a 45°C, bolores/
leveduras e bactérias lacticas totais. Submetidos
(CLAE-UV)
sistema gradiente. Os tratamentos obtiveram boa

a analises cromatograficas num
aceitabilidade, acima de 78% com médias entre
6 e 7. O iogurte sabor morango (0,3% de tintura)
foi a melhor combinacao flavorizante/tintura,
obtendo caracteristicas semelhantes a iogurtes
nao fortificados. A analise multivariada (ACP e
AHC) demonstrou forte similaridade dos iogurtes
entre si, sendo mais sensivel para diferenciar a
composicao de maior similaridade (YA), em relacao
as de similaridade intermediaria (YB). logurtes
apresentaram contagem de bactérias lacteas de

Capitulo 2 9



1,0 x 10" UFC/mL aos 28 dias em acordo com a legislacao. Os resultados cromatograficos
identificaram 15 flavonéides presentes na propolis vermelha. Os resultados demonstraram
boa padronizacao dos iogurtes e que é possivel a adicao de compostos bioativos da propolis
vermelha, sem comprometer suas caracteristicas fisico-quimicas e microbiologica.
PALAVRAS-CHAVE: Propolis vermelha; aditivos funcionais; leites fermentados; CLAE-UV.

ABSTRACT: Yogurt is a milk fermented by thermophilic bacteria, by coagulation and
decreased milk pH. Yogurt is a food that receives health claims. Whey is a product of the
dairy industry has aroused interest due to its specific potentialities. Red propolis has many
bioactive compounds considered to be beneficial to health. The aim of this work was to
characterize yogurts (strawberry yogurts [YA] and guava yogurts [YB]) made with whey (1%),
fortified with red propolis (0.1%, 0.2% and 0.3%). The sensorial analysis was analyzed using
subjective analytical test and submitted to statistical analysis: The Tukey’s test (p<0.05)
and multivariate statistical analysisi (PCA and HCA). The yogurts were also characterized
using physical-chemical analysis: pH, titratable acidity, lipids, moisture, total solids, lactose,
ash and chromatographic analysis (HPLC-UV); and monitorated using microbiological
assays in 1, 15 and 28 days for coliforms at 45 °C, mold/yeast and total lactic bacteria.
The treatments obtained good acceptability, above 78% with averages between 6 and 7.
The strawberry yogurt containing 0.3% of the red propolis tincture was the best flavor and
dye combination, obtaining similar characteristics to non-fortified yogurts. The multivariate
analysis (PCA and HCA) showed a strong similarity of the yogurts to each other, being
more sensitive to differentiate a composition of greater similarity (YA), in relation to the
intermediate similarity (YB). Yogurts had a milk count of 1.0 x 10" CFU / mL at 28 days
in accordance with the legislation. The chromatographic results identified 15 flavonoids
present in red propolis. The results showed good standardization of yogurts and that it
is possible to add bioactive compounds of the red propolis, without compromising their
physicochemical and microbiological characteristics.

KEYWORDS: red propolis; functional additives; fermented milk; HPLC-UV.

1 | INTRODUCAO

O iogurte € um leite fermentado obtido por coagulacao e diminuicao do pH do leite,
pela acao de cultivos de micro-organismos especificos Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, que devem estar viaveis, ativos
e abundantes no produto final durante seu prazo de validade. A atividade destes cultivos
contribui para a determinacao das caracteristicas do produto final (FORSYTHE, 2002;
CODEX ALIMENTARIUS, 2003; BRASIL, 2007).

A adicao de reconstituintes ao iogurte visa melhorar suas caracteristicas reoldgicas,
uma delas é a textura. Pesquisa utilizando soro de leite ou concentrado proteico do soro
na fabricacao de iogurte tem sido desenvolvida para verificacao de seus efeitos sobre as
caracteristicas sensoriais, nutricionais e reoldgicas (LIMA et al. 2006; BASTIANI, 2009).

Assim, no preparo de iogurtes podem ser adicionadas substancias alimenticias
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de origem animal e vegetal (BRASIL, 2007). A propolis € um produto de origem vegetal
que possui muitos compostos bioativos e tem potencial para ser um aditivo alimentar
natural, atuando como antioxidante e por sua atividade antimicrobiana bem como sob a
forma de ingrediente funcional. Os compostos presentes na propolis podem trazer muitos
beneficios a saude, dentre estes compostos, destacam-se os flavonoides, com potencial
acao antioxidante (ACKERMAN, 1991; COSTA; ROSA, 2011). A propolis vermelha, de
origem botanica Dalbergia ecastophillum da familia Fabaceae da regiao nordeste do Brasil,
especificamente do estado de Alagoas, apresenta maiores quantidades percentual de fendis
totais e o terceiro maior teor de flavonoides totais em relacao a propolis obtidas de outros
estados. Na prépolis vermelha, foram identificados dois isoflavondides, o pterocarpano
medicarpina e a isoflavana isosativana. Esta é considerada uma fonte promissora de novos
compostos bioativos (ALENCAR et al. 2007; RIGHI, 2008).

Os flavonoides sao compostos heterociclicos com oxigénio na molécula, consistindo
em uma classe de pigmentos encontrados somente em vegetais. Sao divididos em
antocianinas - anthos (flores) e kyanos (azul) que estao presentes em quase todas as plantas
superiores e sao pigmentos dominantes em muitas frutas e flores, podem apresentar cores
que variam de vermelho intenso ao violeta e azul (RIBEIRO E.; SERAVALLI, 2007). A acao
antioxidante dos flavonoides foi relatada por Costa; Rosa (2011) através de diversos autores
que comprovaram tal agcao em estudos in vitro e in vivo. Na propolis vermelha ha outros
flavonoides como as antoxantinas, que sao pigmentos derivados do nucleo flavonoides,
flavonas, chalconas, auronas, isoflavonas e dehidrochalconas que estao quimicamente
relacionados com o nucleo flavonoide (RIBEIRO E.; SERAVALLI, 2007).

Objetivou-se elaborar iogurtes estabilizados com soro de leite em poé integral
fortificados com proépolis vermelha, submetendo-os a testes sensoriais bem como sua

caracterizacao fisico-quimica e microbiologica.

2 | MATERIAIS E METODOS

Para realizacdao do estudo utilizou-se leite cru refrigerado obtido do setor de
bovinocultura do Instituto Federal de Alagoas (IFAL) - Campus Satuba-AL, cultura termofilica,
de cepas mistas liofilizadas contendo S. thermophilus e L. delbruekii ssp bulgaricu, obtidas
da Chr Hansen (YF-L812 YoFlex®), propolis vermelha oriunda do apiario Primavera,
localizado no municipio de Marechal Deodoro no estado de Alagoas (armazenada a -20°C
para posterior utilizacao), alcool de cereal, acucar cristal (marca comercial), soro de leite em
po integral e caldas de frutas de sabores morango e goiaba (marca comercial), adquiridos
no comércio local de Maceid, Alagoas.

O extrato bruto da prépolis vermelha foi obtido por trituracao seguido de maceragao
a temperatura ambiente com adicao de alcool de cereal a 85% como solvente extrator. A
maceracao ocorreu em trés ciclos de extracao e para cada ciclo, adicionou-se solvente
extrator a amostra na proporcao de 3:1, aproximadamente. Posteriormente, o material
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resultante foi concentrado em rotaevaporador (Fisatom®) com velocidade de rotacao
de 80rpm, acoplado a uma bomba de vacuo (Tecnal®) a 600mmHg e banho-maria
(Fisatom®) a 50°C para obtencao do extrato bruto da propolis vermelha que em seguida,
foi mantido em temperatura de congelamento para posterior utilizacao. Obteve-se a tintura
a 10% pesando-se uma quantidade de 5 gramas em baldo de 50mL do extrato bruto e
adicionando-se o solvente extrator para solubilizacao.

O preparo dos iogurtes ocorreu segundo metodologia de Aquarone et al. (2001) com
adaptacoes, conforme descrito a seguir:

Apds a ordenha, o leite cru foi resfriado a 4°C, transportando para o Laboratério de
Analise Sensorial do IFAL - Campus Satuba. Ao leite cru foi acrescido 1% de leite em po6
integral e aclcar, em seguida, pré-aquecido e homogeneizado. Seguiu-se a pasteurizacao
a 85°C por 15 minutos. Posteriormente os leites foram esfriados a 42°C e inoculados
com fermento latico em quantidade conforme fabricante. Procedeu-se a fermentacao por,
aproximadamente 4 horas, estabelecendo-se como término da fermentacao pH 4,6 e em
seguida, armazenados em camara fria (5°C) até o dia posterior. Realizou-se a quebra
da coalhada, adicionou-se a calda com o sabor desejado, a tintura de propolis vermelha
seguido de homogeneizacao e procederam-se as analises.

Os iogurtes de morango e goiaba receberam 1% de soro de leite em po, e diferentes
percentuais de tintura de propolis vermelha, obtendo os seguintes tratamentos: YA) 0,1%;
YB) 0,2% e YC) 0,3%. Os tratamentos foram servidos em delineamento em blocos completos
balanceados conforme (FERREIRA et al. 2000; FARIA, E. V.; YOTSUYANAGI, K., 2008).

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa humana por meio da
Universidade Federal de Alagoas, sob 0 nimero do processo: 937089 e namero do CAAE:
10166113.0.0000.5013. A consulta do processo pode ser realizada na Plataforma Brasil.

2.1 Analise sensorial e estatistica

Os testes de aceitabilidade dos iogurtes foram conduzidos no Laboratoério de Analise
Sensorial do Instituto Federal de Alagoas (IFAL), Campus Satuba-AL. Os tratamentos foram
avaliados individualmente em dias distintos, um dia para cada sabor e sempre por um
grupo de 60 julgadores nao treinados compostos por alunos e servidores do Campus,
consumidores habituais de iogurte. Utilizou-se 0 método analitico subjetivo. Os julgadores
avaliaram as amostras em cabines individuais sob luz branca.

Em cada analise sensorial, os julgadores receberam uma bandeja com trés
tratamentos de iogurtes do mesmo sabor, com diferentes percentuais de tintura de prépolis
vermelha, servidos em copos descartaveis de 50mL, codificados com nimeros aleatorios
de trés digitos contendo, aproximadamente, 25g da amostra. Os julgadores receberam
biscoito do tipo agua e sal e 200mL de agua para lavar o palato bem como a ficha para
avaliacao contendo a escala heddnica estruturada de nove pontos, ancorada nos extremos
de “desgostei muitissimo” (nota 1), menor nota a “gostei muitissimo” (nota 9), maior nota,
por meio da qual expressaram a aceitacao global.
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Os resultados foram analisados através da comparacao das médias dos tratamentos,
com a utilizagao do teste de Tukey estabelecendo-se p< 0,05 como nivel de significancia
do programa estatistico utilizado foi o SAS® versao 9.0. Analise multivariada (Analise do
componente principal; PCA, Analise Hierarquica de clusters; HCA e graficos de box plot)
foram obtidas usando o programa Statistica 12.0 Trial version.

2.2 Analises fisico-quimica dos iogurtes

As analises fisico-quimicas ocorreram conforme metodologia descrita pelo Instituto
Adolfo Lutz (2008) para: pH, acidez titulavel, lipidios, umidade, sélidos totais, lactose e
cinzas.

2.3 Analises microbiologicas dos iogurtes

Os iogurtes foram avaliados em trés tempos de estocagem: 1,15 e 28 dias. As
analises microbiolégicas realizadas foram: determinacao do Numero Mais Provavel (NMP)
de coliformes a 45°C, contagem de bolores e leveduras por metodologia descrita em (APHA,
2001), viabilidade das bactérias lacticas totais por metodologia descrita em (IDF, 1997).
Para as analises microbiologicas, foram feitas diluicoes decimais seriadas com a retirada
de uma aliquota de 25mL de iogurte adicionado a 225mL de agua peptonada (APT) estéril,
obtendo a primeira diluicao 101, A partir dessa, foram feitas cinco diluicdes sucessivas
retirando-se sempre aliquotas de 1mL da diluicao anterior, realizando diluicoes até 10°.

Apés a contagem em placas foram realizados os testes confirmativos dos cultivos.
Para a observacao de suas caracteristicas bioquimicas, foram transferidas trés colonias
de uma placa, de cada tratamento, para uma lamina de vidro e foi realizado esfregaco,
corado pelo método de Gram, obtendo resultado de positividade. Na prova da catalase,
trés colbnias de uma mesma placa foram submetidas ao peroxido de hidrogénio a 10%.
Como a bactéria contada € catalase negativa, as amostras nao apresentaram formacao
de efervescéncia. ApOs os testes, os cultivos apresentaram prova da catalase negativa e
presenca de bacilos e cocos, Gram positivos, sendo entao confirmados como bactérias

lacticas.

2.4 Analises cromatograficas dos iogurtes

2.4.1 Preparo das amostras

Foram pipetadas (1,0ml) de amostras de iogurte contendo polpa de morango e
extrato de propolis vermela, iogurte sem polpa e extrato de propolis e polpa de morango
e transferidas para tubos eppendorfs de 1,5 mL e centrifugadas em minicentrifuga da
eppendorf modelo mini Spin usando uma velocidade de rotacao de 10.000 rpm/15
minutos. Este processo de cleanup foi utilizado para decantagcao das proteinas e demais
interferentes de alto peso molecular no iogurte ou precipitacao de lipidios/lipoproteinas e
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outros interferentes de alto peso molecular. Apds centrifugacao aliquotas do sobrenadante
aquoso (0,7 mL) foram filtradas em unidades filtrantes de 0,45 um e transferidas para os
vials de autoinjetor onde foram injetados 20 pL.

2.4.2 Condi¢oes do HPLC-DAD

Os cromatogramas foram obtidos num sistema cromatografico da Shimadzu contendo
bomba de alta pressao (modelo LC-20AT), autoinjetor (modelo SIL 20A), forno para
condicionamento da coluna (modelo CTO- 20A), detector de arranjo de diodo (modelo SPD-
M20A) e uma controladora (CBM-20A) com interfaceamento para o computador controlado
por um software LC-solution da Shimadzu.

Nas Condicoes do método cromatografico, usou-se uma fase movel constituida de
H20:acetonitrila (A:B), ambos acidificados com 0,1% de acido formico. A fase movel foi
bombeada com um fluxo de 1 mL/min para a coluna Phenomenex (C18 Juptier 250 x 4,6
mm; 5um) e pré-coluna Phenomenex (C18 4,0 x 3,0 mm; 5um;) que estava estabilizada
numa temperatura de 35XC e o Detector de arranjo de diodo foi programado para detectar
em 4 comprimentos de onda 265, 280 320 e 370 nm. O volume de injecao foi de 20 pL.

A coluna cromatografica recebeu um sistema gradiente de eluicao da fase mével que
consistia da seguinte mudanca proporcao dos solventes (A: B), tabela 1.

Tempo (minutos) Solvente A (%) Solvente B (%)
0 71 29
3 71 29
8 63 37

10 59 41
12 SIS 425
14 575 425
16 53 47
18 45 55
20 35 65
21 33 67
23 31 69
27 22 78
29 22 78
30 13 87
85 13 87
38 0 100
41 0 100
42 71 29
46 71 29

Tabela 1 - Proporcao dos solventes utilizados no sistema gradiente de eluicao da fase moével

3 | RESULTADOS E DISCUSSAO

Atabela 2 expressa as médias obtidas a partir do teste de aceitacao dos iogurtes com
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tintura de propolis vermelha. De acordo com o teste estatistico, observou-se que houve
diferenca significativa (p<0,05) em relacao aos diferentes percentuais de tintura para os
tratamentos dos iogurtes sabor goiaba. O mesmo nao ocorreu para os iogurtes de morango,
sendo igualmente aceitos pelos julgadores obtendo médias entre 6,0 e 7,0 equivalendo a
gostei ligeiramente e gostei moderadamente de acordo com a escala hedonica.

Tintura de prépolis vermelha (%) logurte sabor goiaba logurte sabor morango
YA-0,1 7,16° 7,062
YB-0,2 6,92 6,947
YC-0,3 6,32° 6,882
DMS? 0,7295 0,6142

Tabela 2- Valores médios do teste de aceitacao dos iogurtes de morango e goiaba,
formulados com diferentes percentuais de tintura de prépolis vermelha.

Médias com letras em comum na mesma coluna nao difere entre si a p <0,05 pelo teste de

Tukey. 'DMS = Diferenca Minima Significativa.

Sabe-se que a propolis possui sabor forte e amargo, e essa caracteristica esta
relacionada a presenca de um grande nimero de compostos que se descobriu serem a
base de pigmentos, os flavonoides (PROUDLOVE, 1996). Porém, para a producao de iogurte
a presenca desse sabor forte pode ser mascarada pela adicao de determinado flavorizante.

De modo geral, os iogurtes tiveram bons percentuais de aceitabilidade, sendo o
maior percentual atribuido ao iogurte de goiaba (88%) apesar de este ter recebido maior
variabilidade de notas em relacao ao iogurte de morango (87,3%).

A figura 1 mostra o grafico da Analise do Componente Principal (PCA) dos iogurtes
elaborados com diferentes percentuais de soro de leite (0,5, 1,0, 1,5 e 2,0%), bem como
os iogurtes elaborados com 1,0% de soro de leite contendo calda de morango ou calda de
goiaba, fortificados com tintura de prépolis vermelha (0,1%, 0,2% e 0,3%).
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Figura 1 - Médias dos iogurtes elaborados com soro e fortificados com prépolis vermelha.

Observou-se diferencas entre os escores para os iogurtes de soro de leite em
diferentes percentagens citadas acima, demonstrando uma grande variabilidade nos
escores entre a formulacao contendo 0,5% de soro em relagao as demais formulacoes. O
iogurte de soro de leite com 1% apresentou valores de escores bem préximos ao iogurte
de soro de leite com 1,5%. A analise de Cluster usando PCA revelou que o iogurte de soro
de leite 1,0% apresentou maior proximidade nos escores com os iogurtes de soro de leite
contendo calda de morango e demonstrou pouca proximidade dos iogurtes contendo soro
de leite com calda de goiaba. Observou-se assim maior compatibilidade do ponto de vista
sensorial.

A analise hierarquica de Cluster (HCA) (Figura 2), utilizando o método da ligacao
completa, demonstrou pouca similaridade para as formulacdées contendo soro de leite.
As formulacoes contendo calda de morango apresentaram uma distancia de ligacao
Euclidiana de 13,2, enquanto as formulacdes contendo calda de goiaba apresentaram uma
distancia de ligacao Euclidiana de 15,9. Dessa forma, pode-se dizer que as formulacdes
de soro de leite com calda de morango apresentaram maior similaridade. Utilizando o
método da ligacao simples para avaliar a similaridade dos iogurtes elaborados com soro
de leite, observou-se uma maior similaridade entre as composicoes de 1,5 e 2,0% de soro
de leite (distancia Euclidiana de 11,4), em seguida apresentaram a mesma similaridade
as formulacdes de iogurte de soro de leite contendo calda de morango e fortificadas com
tintura de proépolis (0,1% e 0,2%) e formulacoes de iogurte de soro de leite contendo calda
de goiaba e fortificadas com tintura de prépolis 0,1 e 0,3% as quais apresentaram uma
distancia Euclidiana de 12.
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Figura 2 - Analise do Componente Principal dos iogurtes elaborados com soro de leite em
po fortificados com diferentes percentuais de propolis vermelha.

Os resultados seguintes mostram o perfil fisico-quimico, microbiolégico e
cromatografico dos iogurtes de morango, elaborados com soro de leite em p6 e propolis
vermelha.

3.1 Perfil fisico-quimico dos iogurtes elaborados com soro de leite e propolis vermelha

De acordo com a tabela 3 percebe-se que os resultados de pH das amostras
adicionados de polpa de morango e propolis foram levemente mais acidos que as amostras
controle (soro) demonstrando que os iogurtes adquiriram acidez ao misturar-se a polpa de
morango e/ou a propolis. Porém, para acidez titulavel observou-se comportamento oposto,
a amostra controle esta mais acida em termos de acido latico em relagcao as que receberam
calda de morango e propolis sugerindo que acidez detectada por pH inclui os percentuais
de acido latico e acido citrico do fruto morango, além de outros compostos de carater
acido presentes na propolis, que nao o acido latico, caracteristico do iogurte. Contudo,
os resultados obtidos para acidez titulavel estao dentro dos padroes estabelecidos para
iogurtes (BRASIL, 2007). A legislacao nao estabelece valores para pH.

Antunes (2004) avaliando a influéncia da adicao de leite em p6 desnatado e
concentrado proteico do soro de leite, em diferentes proporcoes em iogurtes, encontrou
valores de pH e acidez titulavel diferentes dos valores encontrados neste estudo, obtendo
valores de pH em torno de 4,0 e acidez titulavel acima de 0,94% de acido latico.
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Tratamentos

Paréametro
YAO YA YA1
pH 4,46 4,32 4,38
Acidez titulavel* (%) 0,77 (£0,006) 0,76 (+0,05) 0,74 (£0,05)
Lipidios (%) 3,0 (£0,02) 3,0 (£0,02) 3,0 (£0,05)

Umidade (%)
Sélidos totais (%)
Cinzas (%)

Lactose (%)

82,2 (+0,063)
17,8 (+0,050)
0,77 (20,02)

2,73 (x0,00)

81,2 (+0,424)
18,8 (+0,026)
0,75 (£0,05)

3,58 (£0,267)

83,3 (+0,304)
18,7 (+0,159)
0,71 (+0,05)

3,29 (x0,078)

Tabela 3 - Perfil fisico-quimicos dos iogurtes de morango elaborados com soro de leite,
fortificados com prépolis vermelha

Valores expressos em médias + desvio padrao para os tratamentos de iogurtes de morango analisadas
em triplicatas. * Acidez em % de acido latico. Tratamentos: YAO (amostras controle de iogurtes com soro
de leite, sem flavorizante); YA (logurte de morango elaborado com soro de leite em pd); YA1 (logurte de
morango elaborado com soro de leite em po, adicionado de propolis vermelha).

3.2 Perfil microbiolégico dos iogurtes elaborados com soro de leite e propolis
vermelha.

A tabela 4 apresenta os resultados microbiologicos obtidos durante estocagem dos
iogurtes para micro-organismos indicadores das condicoes higiénico-sanitaria, bem como
para as bactérias proprias do iogurte, as bactérias lacticas.

Micro-organismos

Indicadores de condicoes

Tempo de
estocagem Tratamentos higiénico-sanitarias
(dias) Coliformes a Ieve%ﬂ?;:S(UeFC/ Bactérias lacticas
45°C (NMP/ml?) ml) totais (UFC/ml)
YAO <3,0 <10 1,0 x10° UFC/mL*
1 YA <3,0 <10 1,0 x10° UFC/mL*
YAL <3,0 <10 1,0 x10° UFC/mL*
YAO <3,0 <10 2,1x108 UFC/mL
15 YA <3,0 <10 2,0x10% UFC/mL
YAL <3,0 <10 2,0x108 UFC/mL
YAO <3,0 <10 2,0x10” UFC/mL
o8 YA <3,0 <10 1,9x10” UFC/mL
YAL <3,0 <10 1,9x10” UFC/mL

Tabela 4 - Resultados das analises microbiolégicas durante estocagem dos iogurtes de morango
estabilizados com soro de leite em pé integral e propolis vermelha

* Padronizado de acordo com instrucoes do fabricante de fermento para iogurte. Tratamentos: YAO
(amostras controle de iogurtes com soro de leite, sem flavorizante); YA (logurte de morango elaborado com
soro de leite em po); YAL (logurte de morango elaborado com soro de leite em p6, adicionado de propolis
vermelha).
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Os padroes de higiene estabelecidos pelo Regulamento Técnico sobre as condigoes
Higiénico-Sanitarias e de Boas Praticas de Fabricagao para Estabelecimentos Industriais
de Alimentos, aprovado pela Portaria 368/97-MA, de 4 de setembro de 1997 indica os
seguintes contaminantes para leites fermentados: coliformes a 30° e 45°C e bolores e
leveduras que devem ter valores maximos iguais a 100g, 10g e 200UFCml, respectivamente.
Por outro lado, a Resolucao 12 de 2 de janeiro de 2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), que estabelece os padroes microbiolégicos para alimentos, indica
apenas coliformes a 45°C como contaminantes de leite fermentado, estabelecendo-se
valor maximo igual a 10. De acordo com a tabela 3, os resultados estiveram dentro dos
padroes estabelecidos pelas legislacoes consultadas caracterizando, portanto, um iogurte
de boa qualidade microbiolégica.

As colbnias de bactérias lacticas apresentaram morfologia de bastonetes e cocos,
catalase negativa e Gram positiva, confirmando tratar-se de bactérias lacticas. Em todas
as analises de coloracao de Gram realizadas, predominou a presenca de bastonetes em
relacdo a cocos. Uma resposta a essa questao estaria relacionada ao uso do meio de
cultura Agar MRS, geralmente utilizado para contagem de bactérias lacticas totais, mesmo
sendo seletivo para Lactobacillus ssp. Este € um meio para determinacao tradicional de
cultivos em placas recomendado para contagem de bactérias laticas pelo International
Dairy Federation (LIMA et al.2009; DUALDO et al.2010).

De acordo com a Resolugao n°® 5 de 2007 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) que estabelece os padroes de identidade e qualidade dos leites
fermentados, a contagem de bactérias lacticas no iogurte até seu prazo final de validade
deve ser de o minimo 10" UFC/mL.

Para o tempo 15, os iogurtes obtiveram contagens dentro dos limites estabelecidos
pela legislacao e, no Ultimo tempo de vida util avaliado os resultados mostraram valor
minimo preconizado para todas as amostras, 10" UFC/mL.

De modo geral, constatou-se que os iogurtes adicionados de propolis vermelha tiveram
comportamento similares aos iogurtes sem adicao da propolis tanto para os indicadores
das condicoes de higiene como para bactérias lacticas totais. Em termos microbiologicos
nao se percebeu diferencas entre iogurtes elaborados com soro de leite.

3.3 Perfil cromatograficos dos iogurtes fortificados com propolis vermelha

E possivel observar na figura 3 - A, B, C e D o perfil cromatografico dos flavonoides
presentes na propolis vermelha, obtidos a partir da tintura utilizada para fortificacao dos
iogurtes. Percebe-se a presenca de 15 compostos quimicos. Esses isoflavonéides foram
identificados no estudo de Silva B. et al,.(2007) que comprovou sua origem a partir de
uma espécie da familia Leguminosae, Dalbergia ecastophyllum, podendo classifica-la como
0 13° tipo de proépolis brasileira.

Entre os cromatogramas obtidos, pode-se observar que todos os compostos fendlicos
foram identificados nos 4 comprimentos de onda analisados. No comprimento de onda de
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265, 280, 320 e 375 nm foi possivel separar alguns compostos fendlicos presentes na
propolis vermelha, em especial a liquiritigenina (6,80 min.), a isoliquiritigenina (18.5 min),
formononteina (19,0 min) e biochanina A (20,0 min).
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Figura 3 - Perfil cromatografico dos flavonoides presentes na tintura propolis vermelha.
(A)265nm, (B) 280nm, (C) 320nm e (D) 370nm. Padrdes dos flavonoides: a) Acido caféico,
2) Acido p-cumarico, 3) Acido ferdlico, 4) Daidzeina, 5) Liquiritigenina, 6) Pinobanks, 7)
Genisteina, 8) Quercetina, 9)Luteonina, 10)Isoliquiritigenina, 11) Formononetina, 12)
Biochanina A, 13) Dalbergina, 14) Pinocembina, 15) Crisina.

A figura 4-A, B, C e D mostra o perfil cromatografico dos iogurtes de morango
elaborados com soro de leite e polpa de morango.

s m rvery e e B .

A ‘ B

Figura 4 - Perfil cromatografico dos iogurtes elaborado com soro de leite e polpa de
morango. (A) 265nm, (B) 280nm, (C) 320nm e (D) 370nm.

A figura 5-A, B, C e D mostra o perfil cromatografico dos iogurtes de morango
elaborados com soro de leite e tintura de prépolis vermelha. Dos 15 compostos detectados
na tintura, foi possivel detectar a presenca de 8 compostos quimicos da prépolis vermelha
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nos iogurtes fortificados.

Figura 5 - Perfil cromatografico dos flavonoides presentes no iogurte de morango elaborado
com soro de leite e tintura de prépolis vermelha 0,3%. (A)265nm, (B) 280nm, (C) 320nm
e (D) 370nm. Padrdes dos flavonoides: 1) Acido caféico, 2) Acido p-cumérico, 3) Acido
ferulico, 4) Daidzeina, 5) Liquiritigenina, 7) Genisteina, 8) Quercetina, 10)Isoliquiritigenina,
13) Dalbergina, 14) 15) Crisina.

Tentativas de adicionar compostos bioativos a partir de produtos vegetais em iogurtes
tém sido relatadas na literatura. No estudo de Chouchouli et al. (2013) os iogurtes integrais
e desnatados foram fortificados com extratos de sementes de uva e, semelhante a este
estudo, essa fortificacao nao interferiu nas caracteristicas normais do iogurte. Ao longo
de 32 semanas foram identificados compostos simples de polifendis e acido oleandlico
bem como compostos fendlicos totais, epicatequina, atividade sequestradora de radicais,
reducao do poder ion férrico. O presente estudo bem como de Chouchouli et al. (2013)
demonstrou que € possivel enriquecer iogurtes com compostos bioativos de produtos de
origem vegetal como a propolis vermelha, sem comprometer suas caracteristicas sensoriais,
fisico-quimicas e microbiolégicas.

Sun-Waterhouse; Zhou; Wadhwa (2013) detectaram antocianinas de groselhas negras
em iogurtes fortificados com esse fruto. As quatro principais antocinainas identificadas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia, foram: delfinidina-3-O-rutinosideo, delfinidina-
3-0-glicosidio, cianidina-3-0-e rutinosideo e cianidina-3-0-glicésidio. Os autores buscavam
atribuir funcionalidade antioxidante aos iogurtes fortificados com os extratos de groselha
negra bem como obter sabor diferenciado.

4 | CONCLUSAO

As composicoes de iogurtes adicionados de tintura de propolis vermelha e soro de
leite apresentaram caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas dentro dos padrdes
e de controle higiénico sanitario preconizado pela legislacao, demonstrando que estes
atenderam as recomendacoes de Boas Praticas de Fabricacao empregadas em seu
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processamento e armazenadas sob condicoes ideais.

Um percentual de 0,3% de tintura de propolis vermelha possibilitou iogurtes com
caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas semelhantes a iogurtes sem adicao de
prépolis vermelha, tanto para contaminante como para bactérias lacticas.

Os resultados cromatograficos demonstram a fortificacao dos iogurtes com os
compostos fendlicos da propolis vermelha confirmando que é possivel a adicao de
compostos bioativos da propolis vermelha em iogurtes, sem comprometer seus parametros
de qualidade.

Outro paragrafo (foi possivel elaborar composicao funcional de bebida lactea com

extratos de propolis vermelha.
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