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Resumo
O objetivo deste trabalho avaliou as propriedades fermentativas e antioxidantes de um iogurte adicionado com Lactobacillus acidophillus. Este trabalho demonstrou que os produtos estão conforme a legislação, para os padrões de identidade e qualidade de pH, contagem total de bactérias e contagem de Lactobacillus sp.. O potencial antioxidante teve um valor menor no iogurte acidófilo, quando comparado com o iogurte padrão, que foi de 30% e 47% respectivamente, e apresentou um decréscimo não linear até o prazo final da armazenagem, o levantamento bibliográfico mostrou que o DPPH apresenta um decréscimo na determinação da atividade antioxidante, enquanto o ABTS demonstra que a atividade antioxidante não declina.
Introdução

Segundo a Instrução Normativa no46 (2007) iogurte é um produto cuja fermentação é realizada com cultivos proto-simbióticos de Streptococcus salivarus subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus aos quais podem acompanhar de forma complementar, outras bactérias ácido-lácticas que, por sua atividade, contribuem para a determinação das características do produto acabado.
Considerando o contexto atual de pesquisa e desenvolvimento de alimentos no Brasil e no mundo, pode-se considerar o Lactobacillus acidophilus como sendo uma das espécies de bactérias láticas mais amplamente conhecidas, estudadas e utilizadas na produção de alimentos probióticos (Gomes & Malcata, 1999).  Os benefícios do consumo de bebidas lácteas fermentadas são inúmeros para a saúde humana (Oliveira, 2012) e quando este tipo de alimento ganha o título de alimento funcional pela incorporação de bactérias probióticas, as vantagens são ainda mais amplas (Cruz et al., 2010; Dani et al., 2010).
Este trabalho objetivou avaliar as propriedades fermentativas e antioxidantes em diferentes formulações de bebidas fermentadas com emprego de uma cepa probiótica contendo L. acidophillus.
Materiais e métodos
Formulação dos iogurtes 

A formulação padrão (FP) foi elaborada somente com a cultura tradicional (Y 450 B) de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, gentilmente cedida pela empresa Sacco®. A formulação teste (F1) continha as células bacterianas de LA3 Lactobacillus acidophilus cedida pela empresa Sacco®, conforme metodologia adaptada de Saccaro (2008) e Antunes, et al. (2015). 

Preparo dos inóculos

O inóculo foi preparado de acordo com as instruções do fabricante e da metodologia adaptada de Freire, et al (2012). 

Metodologia Analítica fermentativa - pH:Para determinação do pH foi usada a metodologia preconizada pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).
Metodologia analítica para análises microbiológica - Quantificação de bactérias ácido láticas totais:Para contagem das cepas de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus e da cepa probiótica, usou-se metodologia adaptada de Freire et al. (2012), nos dias 1º, 7º, 14º e 21º dia de armazenamento dos produtos, onde 1mL das amostras foram diluídos em tubos contendo 9mL de solução salina tamponada fosfatada pH 7, homogeneizados em aparelho de vórtex por cinco minutos. Em seguida foram realizadas diluições seriadas de 10-4 até 10-9, dessas diluições, sendo 1mL de cada amostra plaqueado por profundidade em Ágar MRS, com incubação a 37 + 2ºC durante 48 horas em microaerofilia usando jarra de anaerobiose. Para melhoria do crescimento foi adicionada uma sobrecamada de ágar (Silva et al., 2013; Leite et al., 2015).
No produto final ao 21º dia além da contagem das bactérias ácido láticas, serão contados os fungos filamentosos e leveduras, contagem padrão de bactérias aeróbias mesófilas e pesquisa de coliformes totais e termotolerantes segundo a Instrução Normativa nº46 (BRASIL, 2007) e RDC nº12 (BRASIL, 2001). Essas contagens serão feitas para garantir a qualidade microbiológica do iogurte.

Metodologia Analítica de Avaliação da Atividade Antioxidante

Preparo da amostra: Foram medidos 7mL de iogurte em um tubo de Falcon e adicionados 7mL de água destilada, seguido de centrifugação por uma hora, e, com o sobrenadante, foram feitas as diluições seguintes com água destilada: 100% (sobrenadante puro), 75% (3:4), e 50% (1:2) (Amerinasab, et al 2015).
Análise de DPPH: O método foi realizado conforme Arasu e colaboradores (2013) com algumas modificações. Alíquotas 250 μL das amostras diluídas foram adicionadas a 2,0 mL de solução metanólica de DPPH (50 mg.L-1) recém preparada. A mistura foi agitada vigorosamente em vórtex e incubada a temperatura ambiente no escuro por 30 minutos. Um controle negativo foi avaliado por meio da mistura de água e solução metanólica de DPPH (Abs.controle). O branco foi feito com a amostra adicionada de metanol (Abs.branco). A absorbância das amostras (Abs.amostra) foi mensurada em triplicata no comprimento de onda de máxima absorção e o percentual da atividade antioxidante (%AA) calculado conforme a Equação a seguir:% AA=[image: image2.png]|1 — (FPrammme b
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A partir da média dos percentuais calculados da atividade antioxidante foi construído o gráfico da %AA versus concentração para cada amostra. 

Resultados e discussões
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Os resultados referentes ao acompanhamento fermentativo demonstrou compatibilidade com estudos já apresentados (Oliveira, et al, 2002, Saccaro, 2008), que demonstraram que a adição de co-culturas próbioticas reduzem o tempo de fermentação fazendo com que o pH atinja o valor de 4,5 preconizado pela Instrução Normativa nº 46 (2007).                 Figura 1. Evolução do processo fermentativo em função do pH em horas (1) e dias (2).
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Figura 2. Evolução do processo fermentativo em função do crescimento de bactérias láticas em dias.
A Figura 2 demonstra que os dois iogurtes estão de acordo com a Instrução Normativa no46 (2007) que estabelece critérios microbiológicos em relação à cultura fermentadora probiótica e lática que devem ter uma carga de, no mínimo, 107 UFC/mL. Quanto aos micro-organismos relacionados com a higiene e manipulação do iogurte, estavam dentro da conformidade, pois não houve crescimento de coliformes totais e nem de termotolerantes e não houve crescimento de leveduras e nem de fungos filamentosos. 
Como pode ser observada a atividade antioxidante do iogurte apresentou um valor maior no início do armazenamento do produto, com uma redução não linear até o final do processo de fermentação. Apesar de não existir uma relação constante entre o tempo de armazenamento e a atividade antioxidante frente ao DPPH, a evolução do comportamento no gráfico para os tratamentos avaliados indicou que o leite fermentado contendo as culturas láticas convencionais em todas as diluições testadas, apresentou uma atividade antioxidante maior que a do produto fermentado contendo L. acidophillus. Também pode se observar que quanto maior a concentração de células viáveis, maior a atividade antioxidante para um mesmo produto. Durante o tempo de vida útil do produto observou-se que a redução desta atividade ao longo tempo foi menos intensa para o leite acidófilo que no leite fermen-
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tado convencional. Um estudo realizado por Lima et al. (2014) não conseguiu determinar a relação da atividade antioxidante para com o DPPH durante o prazo de validade estabelecido pela legislação, no entanto eles realizaram teste de ABTS que mostrou que a capacidade antioxidante não diminui com o prazo de validade, sendo que independente da taxa de proteólise das proteínas do leite fermentado, esses peptídeos deveriam ser capazes de sequestrar o radical DPPH. Que ainda segundo Lima et al. (2014) (apud Farvin et al., 2010) um estudo realizado na Dinamarca os extratos de proteínas e peptídeos tiveram uma atividade de 85% frente ao DPPH.
 Figura 3. Evolução da atividade antioxidante (%DPPH) em função do tempo de fermentação em dias.
Conclusões

Levando em consideração os aspectos discutidos neste trabalho, vemos que do ponto de vista microbiológico e fermentativo o desenvolvimento dessa nova formulação satisfaz os requisitos básicos, e no requisito da avaliação do potencial antioxidante faz-se necessário o emprego de outros métodos de avaliação além do DPPH.
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