OBEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS E
ANTIOXIDANTES DE UM NOVO ALIMENTO FUNCIONAL
PROBIOTICO: LEITE DE OVELHA FERMENTADO POR
KEFIR

M. S. F. LIMAY®:R. A. SILVAZ% M. F. SILVA®: A. L. F.PORTO*% M. T.
H.CAVALCANTI??

YUniversidade Federal Rural de Pernambuco,Centro de Apoio & Pesquisa
Universidade Federal de Pernambuco,Laboratério de ImunopatologiaKeizoAsami

Universidade Federal Rural de Pernambuco,Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal

E-mail para contato: mtcvsoares@yahoo.com.br

RESUMO - O leite fermentado por Kefir é conhecido por seu potencial como
alimento funcional e producdo de moléculas bioativas. Sendo assim, o objetivo
deste trabalho foi estudar aatividade antioxidante dos peptideos extraidos e a
qualidade microbioldgica do leite de ovelha fermentado por Kefir.O leite
fermentado foi produzido de acordo como depdsito de Patente BR
1020130158429. Aatividade antioxidante foi realizada pelos métodos ABTS e
DPPH dos peptideos hidrossoltveis.A microbiota foi investigada pela contagem
de bactérias &cido-laticas e leveduras.Os extratos peptidicos testados na
concentracdo de 6,25 mg/mL pelo método ABTS apresentaram de 16 a 41,5% e
pelo método DPPH nas concentrac@es de 6,25 e 3,125 mg/mL apresentaram de 27
a 72% de atividade antioxidante.Os niveis de Lactobacillusspp. eLactococcus spp.
presentes na concentracdo de 11 log UFC/mL e leveduras atingiram 8log
UFC/mL. Este produto pode ser explorado pelas industrias alimentares e
farmacéuticas como um novo alimento funcional probiético.

1.INTRODUCAO

A relacdo entre alimentacdo e saude é conhecida por ser uma das chaves para a
prevencdo de doencas e promogdo de bem-estar. Na verdade, € sobre essa base que tem
havido um grande crescimento no mercado de alimentos funcionais (Farvinet al., 2010).
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Os produtos lacteos dettm uma quota importante neste mercado, haja vista que sua
indUstria é a que apresenta maior disponibilidade de alimentos probi6ticos como os iogurtes e
leites fermentados. Nestes produtos sdo adicionadas bactérias acido lacticas (BAL) produtoras
de metabdlitos secundarios associados com efeitos de promocao da satde (Mills et al., 2011).

Kefir € uma bebida fermentada, que tradicionalmente é preparado por inoculag¢do dos
grdos de kefir em leite cru. Os grdos de kefir consistem em diferentes espécies de leveduras,
bactérias acido-lacticas e bactérias &cido acéticas em uma matriz chamada kefirano. Os micro-
organismos presentes nos grdos de kefir vivem simbioticamente, no entanto, a composicdo da
populacdo pode ser diferente, tendo dependéncia de origem do grdo, métodos e substratos
utilizados para manté-los (Grgnnevik, Falstad e Narvhus, 2011).

Durante o processo fermentativo os grdos de Kefir produzem uma variedade de
ingredientes que lhe d&o o sabor e textura originais, além de compostos com ac6es bioativas.
As enzimas proteoliticas dos micro-organismos envolvidos na fermentacdo do leite podem ser
responsaveis pela liberacdo de certo nimero de peptideos bioativos. Também é possivel que
os efeitos benéficos do leite fermentado para a salde sejam aumentados pela presenca desses
peptideos que sdo produzidos durante a fermentacdo e o armazenamento (Irigoyen, 2005;
Papadimitriouet al., 2007).

Existem poucas informacdes disponiveis em relagdo aos leites de ovelha fermentados.
Assim, o objetivo deste estudo foi investigar a atividade antioxidante dos peptideos extraidos
e a qualidade microbiolégica do leite de ovelha fermentado por Kefir.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Leite de ovelha

O leite de ovelha foi adquirido de um sitio localizado no Municipio de Vitdria de
Santo Antdo-PE/Brasil, sendo a ordenha realizada de forma asséptica, o leite foi refrigerado
entre 5-10°C e enviado ao laboratorio.

2.2. Producéo de leite fermentado por gréos de Kefir

Foi produzido de acordo com o Depdsito de Patente: BR 1020130158429.
2.3. Analises microbiologicas do leite fermentado

O desenvolvimento da microbiota foi investigado apo6s 1, 7, 14, 21 e 28 dias de
armazenagem a 4°C. Apos a realizacdo de dilui¢Ges seriadas do leite fermentado em 0,1% de
peptona em &gua, 100 uL de trés diluigdes foram espalhadas e semeadas em duplicata nas

Area tematica: Engenharia e Tecnologia de Alimentos



OBEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

diluicdes 107 10% e 10°, para bactérias e nas diluicdes 10° 10° e 10’ para leveduras (Miguel et
al., 2010).

Para o teste presuntivo de Lactococcus spp. elLactobacillus spp. Foi utilizada a
metodologia de Miguel et al. (2010) com algumas modificacdes, as diluicdes foram
plaqueadas e incubadas em condicbes aerdbicas a pH 7 durante 2 dias a 30°C e a pH 5,5
durante 5 dias a 37°C em condi¢fes anaerobicas (pourplate) em Agar MRS, respectivamente.

Para a contagem de leveduras foi utilizado o método descrito por Grgnnevik, Falstad e
Narvhus (2011).

2.4. Extracdo dos peptideos solaveis em agua (PSA)

Os peptideos soltveis em agua foram extraidos de acordo com Pritchard, Phillips e
Kailasapathy (2010). As concentragdes de proteina foram determinadas usando o BCA
ProteinAssay Kit (Pierce, Rockford, 1l, EUA). Albumina de soro bovino foi utilizada como
padrdo. Todas as determinacfes foram realizadas em triplicata.

2.5. Ensaios de Atividade Antioxidante

Atividade Antioxidante usando 2,2-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline)- 6-sulfonic acid
(ABTS):Foi realizada de acordo com o método de Re et al. (1999).Para o célculo do efeito da
quantidade PSA sobre a atividade antioxidante usou-seas concentragdes de 3,125, 6,25, 12,5 e
25 mg/mL. As absorbancias a 734 nm foram medidas em diferentes intervalos de tempo de 6,
30, 60, 90, 150 e 180 min (Silva et al., 2012). Foi utilizado como padréo de referéncia o
Trolox (6-hidroxi-2, acido 5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico, Sigma-Aldrich, Alemanha).
Os resultados foram expressos em % de atividade antioxidante.

Atividade Antioxidante usando 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH):Em uma
microplaca de 96 pocos, 22 pL. de cada extrato, nas concentracdes de 25, 12,5, 6,25, 3,125
mg/mL, foram misturadas com 200 puL de uma solugdo de DPPH (25 mg/L) preparado no
mesmo dia (Zubiaet al., 2009). O &cido ascorbico (Sigma-Aldrich, Alemanha) foi utilizado
como padréo e resultados expressos em % de atividade antioxidante.

2.6. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia dos valores médios para as amostras
individuais e comparados com nivel de significancia de 0,05, utilizando o software Minitab
(Palo Alto, California, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSOES
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3.1. Analises Microbioldgicas do leite fermentado

Lactobacillus e Lactococcus estavam presentes na concentragdo de 11
logioUFC/mLno leite recém fermentado pelo Kefir (Figura 1), e estes resultados estéo
superiores aos encontrados no leite fermentado pelo Kefir da Espanha, Brasil e Noruega
(Irigoyen et al., 2005; Magalhaes et al., 2011; Grgnnevik, Falstad e Narvhus, 2011).

Este trabalho difere dos estudos de Grgnnevik, Falstad e Narvhus(2011), onde a
populacdo de Lactobacillus € maior do inicio ao fim do armazenamento, neste trabalho a
maior populagdo bacteriana ao 28° dia de armazenamento é de Lactococcus estando de acordo
com os resultados dos estudos de Irigoyenet al. (2005).

De acordo com a legislagdo brasileira os leites fermentados pelo Kefir devem
apresentar contagem minima de leveduras de 10* UFC/gdurante todoseu tempo de
armazenamento (BRASIL, 2000). Este trabalho esta de acordo com a legislacdo, pois
apresentou no primeiro dia de armazenamento 8 logioUFC/mL que diminuiu durante a
estocagem para 6,6 log;o0UFC/mLao final do 28° (Figura 1).
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Figura 1-Contagem de Lactobacillus, Lactococcus e Leveduras durante o periodo de
armazenamento.

3.2. Extracao dos peptideos soltveis em agua (PSA)

De acordo com o a metodologia utilizada o teor protéico variou ap06s a fermentacéo e
ao longo do periodo de estocagem (Figura 2).
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Figura 2 - Quantificacdo proteica do extrato peptidico bruto, antes da fermentacéo (0 dia) e
durante o tempo de armazenamento (1, 7, 14, 21 e 28 dias) do leite de ovelha fermentado por
grdos de kefir.

De acordo com a figura 2, a concentracao protéica aumentou do 1° até o 14° dia de
armazenamento. Este resultado corrobora com Magalhdes et al. (2011), que justificam o
aumento do teor protéico durante o armazenamento pelo crescimento da biomassa microbiana
e liberacdo de proteinases ligadas a parede celular apds a lise de bactérias durante a vida de
prateleira.

Do 14° ao 28° dia houve uma diminui¢do na concentragdo de proteinas. Isto pode ser
devido a uma maior proteolise ao final das ultimas semanas de armazenamento. O maior grau
de protedlise ocorreu pelo metabolismo dos micro-organismos e pelo baixo pH (dados nédo
mostrados), assim acontece maior liberacdo de peptideos e menor deteccdo do ndmero de
ligacGes peptidicas e em conclusdo menor quantificagdo protéica. Os dados deste estudo
mostraram que tendéncias semelhantes das concentracdes protéicas de leite de ovelha
fermentado por gréos de kefir foram similares aos dados obtidos em leite de vaca e camela
fermentado (Moslehishadet al., 2013).

3.3. Atividade Antioxidante

(ABTYS): A Figura 3 mostra que todos os extratos peptidicos extraidos do leite de
ovelha pasteurizado e do fermentado durante o periodo de estocagem apresentaram atividade
antioxidante nas concentragdes de 20, 12,5, 6,25 e 3,125 mg/mL. Os extratos apresentaram
de 16 a 41,5% de atividade antioxidante de acordo com a metodologia utilizada. Sendo o
maior valor encontrado (41,5+3,6%) com o0 extrato peptidico retirado no 28° dia de
armazenamento do leite fermentado.

No presente estudo, a capacidade antioxidante dos peptideos extraidos do
leitefermentado ndo diminuiuao fim do armazenamento, com o maior valor observado aos 28
dias (Figs. 3 e 4). Isto pode ser devido a presenga de micro-organismos como Lactobacillus,
Lactococcus e leveduras (Grgnnevik, Falstad e Narvhus, 2011) que liberam enzimas na matriz
do alimento durante o tempo de armazenamento.
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Figura 3 -Efeito da concentracdo do extrato peptidico aquoso do leite de ovelha pasteurizado
(0) e fermentado por gréos de kefir no intervalo de (1, 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento)
na atividade antioxidante no intervalo de 180 min.
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Figura 4 - Efeito do tempo de incubac¢&o na atividade antioxidante do extrato peptidico aquoso
do leite de ovelha pasteurizado (0) e fermentado por gréos de kefir no intervalo de (1, 7, 14,
21 e 28 dias de armazenamento). A concentracdo do extrato peptidico neste estudo foi de 6,

25 mg/mL.

Meira et al. (2012) realizou o teste de atividade antioxidante utilizando o radical
ABTScom extratos peptidicos aquosos de uma variedade de queijos de leite de ovelha
produzidos no sul do Brasil e no Uruguai, em seus resultados perceberam que quanto maior o
tempo de maturacdo dos queijos maior era a atividade antioxidante. Os dados acima
concordam com resultados da pesquisa proposta em relacdo ao periodo de estocagem.

(DPPH): Como podem ser observados todos os extratos peptidicos testados
apresentaram atividade antioxidante frente ao radical DPPH (Figura 5). Mas as concentragoes
gue apresentaram maior capacidade antioxidante foram as amostras nas concentracées de 6,25
e 3,125 mg/mL.

De acordo com os resultados deste estudo, a relacdo entre o periodo de
armazenamento e atividade antioxidante ndo pode ser estabelecida, no entanto, a maior
percentagem de atividade antioxidante foi 72,4+0,012%, encontrada no extrato peptidico da
amostra de leite de ovelha pasteurizado na concentracao de 3,125mg/mL.
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Figura 5 - Efeito da concentracdo do extrato peptidico aquoso do leite de ovelha pasteurizado
(0) e fermentado por gréos de kefir no intervalo de (1, 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento)
na atividade antioxidante usando o radical DPPH.

A prote6lise das proteinas dos alimentos é geralmente indicada para aumentar o
seqliestro do radical DPPH. No entanto, isto ndo é sempre observado. Pois, independente do
grau de hidrolise, a substancia resultante ao final do processo pode atuar como doadora de
elétrons reagindo com radicais livres, convertendo-os em moléculas mais estaveis e assim
terminar a reacdo (Corréa et al., 2011). Isso foi observado no presente estudo, pois 0 extrato
peptidico retirado ap6s 28 dias de armazenamento apresentou baixas taxas de sequestro do
radical DPPH, apresentando uma das menores taxas de atividade antioxidante.

Também foi encontrada atividade antioxidante usando o radical DPPH em outros
produtos lacteos fermentados. Farvinet al. (2010) estudaram a atividade antioxidante do
extrato peptidico aquoso de um iogurte comercial da Dinamarca. Estes autores concluiram
que o extrato peptidico bruto apresentou 94,47% de atividade antioxidante e fracdes derivadas
dele ap6s a separagdo por ultrafiltracdo apresentaram em média 85% de atividade
antioxidante, e concluiu que tanto o extrato bruto e as fracdes peptidicas possuiam fortes
propriedades sequestradoras do radical DPPH.

4. CONCLUSOES

O leite de ovelha fermentado pelos grdos de kefir apresentou contagens de bactérias
acido laticas e leveduras dentro dos padroes estabelecidos pela legislacdo brasileira. O extrato
peptidico do leite de ovelha fermentado por grdos de kefir apresentou variagfes no teor de
proteinas entre o leite recém-fermentado e apds ser estocado.Este produto apresentou
caracteristicas antioxidantesin vitro importantes para manutencdo da salude do consumidor,
podendo ser explorado pelas industrias alimentares e farmacéuticas como um novo alimento
funcional probiotico.
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