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Caracterizou-se bebida lactea fermentada formulada com Camellia
sinensis. Elaborou-se a infusdo de folhas desidratas e picadas de
C. sinensis em soro lacteo (1 % p/v), a qual foi adicionada ao leite
fermentado nas proporc¢des de 10 %, 20 %, 30 % e 40 % (v/v). O
controle consistiu em leite fermentado adogado. As amostras foram
submetidas as determinagbes de massa seca, umidade, residuo
mineral fixo, proteina, gordura, sédio, acidez titulavel, atividade
antioxidante total, contagem de bactérias laticas e viscosidade no
tempo inicial de fabricagéo e apés 15 e 30 dias de armazenamento.
No tempo inicial de fabricagdo procedeu-se a determinagéo
cromatografica de compostos volateis e a condugado dos testes de
aceitagdo e de intengdo de compra das amostras. O teor de massa
seca, a umidade, o residuo mineral fixo e a contagem total de
bactérias laticas ndo foram influenciados pela quantidade de infuséo
de C. sinensis adicionada. Houve redugao nos teores de proteina,
gordura e de sédio conforme se aumentou a percentagem de
infusdo. Verificou-se reducdo na viscosidade aparente e aumento
na atividade antioxidante total do produto mediante elevagédo da
quantidade de infusdo adicionada. Observou-se melhor aceitagdo
e maior intengdo de compra para a formulagdo de bebida lactea
fermentada com 30 % de infusdo de C. sinensis. A utilizagédo de
infusdo de C. sinensis ndo descaracterizou o perfil de volateis tipico
de bebidas lacteas fermentadas. Pressupde-se que o linalol tenha
sido o principal responsavel por conferir o sabor e o aroma de C.
sinensis ao produto.
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1 INTRODUCAO

O beneficiamento do soro, remanescente da fabricacdo de queijos, representa beneficios
aos produtos dele obtidos, bem como a nutricdo humana (CALDEIRA et al., 2010). Seu emprego
para a producéo de bebidas lacteas, por exemplo, pode contribuir a diversificacdo do perfil proteico
do produto final com a incorporacao de proteinas sollveis tipicas do soro e, também, para elevar
o teor de lactose, importante fonte de galactose, requerida a manutencgéo das atividades cerebrais
normais (BOGGS et al., 2010; STELWAGEN, 2011; LAMB et al., 2013). O processamento do soro
contribui para a geragdo de receita as organiza¢des do setor de lacteos e para a reducao de seu
impacto ambiental, pois 0 soro apresenta alto poder poluente e requer tratamento de elevado
custo.

O processamento de bebidas lacteas fermentadas admite a utilizag&o de aditivos alimentares
nao lacteos, o que faz desse alimento potencial veiculo para diversos tipos de matérias-primas,
oriundas das mais distintas origens. Permite-se ao setor produtivo, portanto, o desenvolvimento de
produtos adicionados com ingredientes cujas pesquisas demonstrem beneficios ao metabolismo
humano decorrentes de seu consumo regular, como a Camellia sinensis (L.) Kuntze, erva com a
qual se prepara o cha verde.

Hatendéncia de aumento no consumo de C. sinensis em razao das elucida¢des cientificas e da
ampla divulgacéo de seus efeitos benéficos a sallde humana, dentre os quais a atividade antioxidante,
0 auxilio na reducao de gordura corporal devido a processos de oxidacéo lipidica e diminuicdo da
absorcéo de colesterol. Tais efeitos desejaveis sdo promovidos pela presenca de polifenois, acido
ascorbico, alfa-tocoferol e carotenoides (MCKAY e BLUMBERG, 2002; LIMA et al., 2009).

Esta pesquisa foi conduzida com o objetivo de caracterizar bebida lactea fermentada
formulada com C. sinensis.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DO SORO LACTEO DOCE

O soro doce foi obtido pela coagulagdo enzimatica de leite pasteurizado a 65 °C por 30
minutos, resfriado a 37 °C e adicionado de renina com poder coagulante 1:10.000 (Chr-Hansen®,
Valinhos, S&o Paulo, Brasil). Ap6s a coagulagéo, procedeu-se o corte da massa, 0 descanso,
mexedura e a enformagem da massa para concluir a producéo de queijo tipo Minas frescal (SABOYA
et al., 1998). Durante esse processo, 0 soro foi drenado do tanque, filtrado com dessorador e
armazenado a 4 °C até o momento de seu uso.

2.2 PRODUCAO DA INFUSAO DE C. Sinensis EM SORO DOCE

Produziu-se a infusdo de C. sinensis utilizando o proprio soro, previamente obtido.
Aqueceu-se o soro a 85 °C, momento em que foram adicionadas e homogeneizadas as folhas
de C. sinensis desidratadas e picadas, na propor¢éo de 1 % (p/v), mantendo-se a mistura nessa
temperatura por 10 minutos. Posteriormente, a infusdo foi coada em coador de nailon para
remocéao dos residuos vegetais e resfriada a 4 °C, sendo assim mantida até o momento de sua
utilizacao.

As folhas C. sinensis foram produzidas no municipio de Registro, Vale do Ribeira, Sao
Paulo (latitude: 24° 29’ 13" S; longitude: 47° 50’ 17” O) no ano de 2012.

2.3 PRODUCAO DA BEBIDA LACTEA FERMENTADA

Para a produgéo da bebida lactea fermentada homogeneizou-se o leite bovino cru com agucar
cristal (10 % p/v). Amistura foi filtrada em coador de néilon para remocao de sujidades, possivelmente
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presentes no agucar, e pasteurizada a 65 °C por 30 minutos em fermenteira confeccionada em ago
inoxidavel AISI # 304, com camisa dupla, abastecida com vapor para aquecimento e agua fria para
o resfriamento.

Apés a pasteurizacao, o leite foi resfriado a 42 °C, momento em que adicionou-se cultivo
latico termofilico liofilizado contendo Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus (Chr-Hansen®, Valinhos, S&o Paulo, Brasil) na proporgdo de
1,5 % (p/v). A mistura foi incubada a 42 °C, com monitoramento da acidez titulavel até que fossem
atingidos, aproximadamente, 80 °Dornic.

Ainfusao de C. sinensis, realizada em proprio soro, foi adicionada ao leite fermentado
durante a quebra do gel, por agitacdo manual, nas proporcdes de 10 %, 20 %, 30 % e
40 % (v/p). Optou-se pela adicao da infusdo em soro (4 °C) nesse momento para preservar
os compostos benéficos naturais da C. sinensis que poderiam ser danificados durante a
pasteurizagao e fermentacao do leite. Concomitantemente a homogeneizacao, as formulacdes
foram rapidamente resfriadas a 12 °C para reduzir a atividade fermentativa das bactérias
termofilicas.

As formulagdes foram embaladas em recipientes de polietileno e armazenadas a 12 °C por
18 horas para maturacao. Finalizado o periodo de maturacao, o produto foi resfriado a 4 °C e assim
mantido até o momento das analises de interesse (tempo inicial, 15 e 30 dias).

O tratamento controle consistiu em formulagédo padrao de iogurte, adogado com sacarose
10 % (p/p).

2.4 ANALISES FiSICO-QUIMICAS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

A acidez titulavel (°Dornic) foi determinada pela titulagdo de aliquotas de 10 gramas das
formulacdes de bebidas lacteas homogeneizadas em 10 mL de agua destilada, com solugdo NaOH
0,1M (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). Determinou-se a massa seca (g.100 g-') das amostras por
diferenga de umidade, previamente obtida em estufa a 105 °C (AOAC, 2005; INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 2008). O teor de gordura (g.100 g') foi determinado pelo método de Gerber (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008) e o de proteina (100 g-') pelo método de semi-micro Kjeldahl, compreendendo
as etapas de digestao, destilagéo e titulagdo das amostras com solugéo padrao de acido cloridrico
0,1 mol.L-" (AOAC, 2005; INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). O residuo mineral fixo foi determinado
por incineragdo de aliquotas das amostras em forno tipo mufla a 550 °C até peso constante (AOAC,
2005; INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Na infusdo de C. sinensis em soro lacteo doce foram determinados o teor de massa seca
(g.100 g, o pH e a acidez titulavel (°Dornic) (AOAC, 2005; INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Realizou-se a quantificagao de sddio do produto a partir de cinzas umidas, empregando-se
fotdbmetro de chama (B 462, Tecnal) (CECCHI, 2003; INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008), calibrado
com solugdes padrao de sddio em concentragdes de 40, 80 e 100 ppm. Calculou-se o teor de sédio
pela formula: Na = [(L — b) + a] x (Pf + Pi), sendo: L = leitura realizada pelo aparelho; b = constante
2,932; a = constante 1,028; Pf = peso da amostra analisada no fotdmetro; Pi = peso da amostra
utilizada para a extracédo da cinza umida.

Determinou-se a atividade antioxidante total das formulagbes em funcédo da reacdo de
reducgédo do radical livre 1,1-difenil-2-(2,4,6-trinitrofenil) hidrazila (DPPH), conforme método adaptado
de Larrauri, Rupérez e Saura-Calixto (1997) e Rufino et al. (2007).

Obteve-se o extrato adicionando 40 mL de metanol 50 % (v/v) em 25 g das amostras.
Essa mistura foi homogeneizada e mantida em repouso por 60 minutos em temperatura ambiente.
Centrifugou-se a mistura a 15.000 rpm, por 15 minutos, sendo o sobrenadante transferido para
baldo volumétrico com capacidade de 100 mL. O residuo da primeira extracéo foi adicionado de
40 mL de acetona 70 % (v/v), sendo homogeneizado € mantido em repouso por 60 minutos em
temperatura ambiente. Realizou-se outra centrifugacdo a 15.000 rpm, durante 15 minutos, sendo o
sobrenadante transferido para o baldo volumétrico contendo o primeiro sobrenadante. Completou-
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se o volume de 100 mL com agua destilada. A solugao de DPPH foi preparada dissolvendo-se
2,4 mg de DPPH em 100 mL de metanol.

Para a determinagédo da atividade antioxidante total, aliquotas de 0,1 mL do extrato
previamente obtido foram transferidas em ambiente escuro para tubos contendo 3,9 mL do
radical DPPH 0,06 mM. O branco consistiu na homogeneizagédo de 0,1 mL de solugédo controle
(alcool metilico, acetona e agua) com 3,9 mL do radical DPPH. Utilizou-se alcool metilico, como
branco, para calibragdo do espectrofotdmetro UV-Vis (Hitachi U2010). As leituras (515 nm) foram
monitoradas a cada minuto, observando-se a redugao da absorbancia até sua estabilizagdo. Apos
as leituras, calculou-se a atividade antioxidante total pela formula: AAT = (AbC — AbL) + Abc, sendo:
AbC = absorbancia do controle; AbL = absorbancia da amostra. Os resultados foram expressos em
percentual de inibi¢gdo da atividade da enzima DPPH (ATT %).

2.5 QUANTIFICACAO DE BACTERIAS LATICAS

Procedeu-se a quantificacao de bactérias laticas totais pelo plaqueamento de aliquotas de
1 mL das diluicdes em profundidade, utilizando-se 4gar MRS (Himedia Laboratories, Mumbai, india),
com adigéo de sobrecamada. A incubacao foi realizada em estufa BOD, a temperatura de 42 °C por
48 horas, sendo os resultados expressos em log UFC.g™" (APHA, 2001).

2.6 VISCOSIDADE APARENTE

Determinou-se a viscosidade aparente das amostras, mantidas a 10 °C, em viscosimetro
digital programavel (Brookfield DVIII), utilizando sonda cilindrica n° 4 e velocidade de 50 rpm,
durante 20 minutos (CUNHA NETO et al., 2005). O equipamento foi programado para realizar 17
medigdes, com intervalo de tempo de 35,3 segundos para cada ponto de medi¢do. Os resultados
foram expressos em Centipoise (cP).

2.7 ANALISE SENSORIAL

Testes de aceitacdo e de intencdo de compra das bebidas foram realizados com 60
julgadores ndo treinados, verbalmente recrutados, os quais receberam informagao prévia sobre o
produto. Amostras com 50 g das formulagbes, em temperatura de aproximadamente 4 °C, foram
servidas aos julgadores em cabines, de forma aleatdria, em copos plasticos descartaveis, codificados
com numeros de trés digitos. Os julgadores preencheram fichas para informar preferéncia, aceitagao
(cor, sabor, textura e impressao global em escala hedbnica de 9 pontos ancorada nos extremos por
‘desgostei muitissimo’ e ‘gostei muitissimo’) e intengao de compra (escala de 5 pontos ancorada nos
extremos por ‘compraria sempre’ a ‘nunca compraria) (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

2.8 ANALISE CROMATOGRAFICA DE COMPOSTOS VOLATEIS

Procedeu-se a determinagdo de compostos volateis empregando cromatdgrafo a gas
(Hewlet-Packard, modelo 5890), acoplado a espectrometro de massa (HP-MSD-5970). A separagéo
ocorreu em coluna de silica fundida LM 5, com 30 m e 0,25 mm de didmetro interno. As condicoes
cromatograficas foram: gas de arraste He ultra puro, com velocidade linear de 32 cm/seg; temperatura
injetor, 250 °C; temperatura detector, 280 °C; fonte de impacto de elétrons, 70 eV; injetor, split com
razdo de divisdo de 1:20; e volume injetado de 3 pL. Utilizou-se analisador quadrupolo e integrador
HP 9133, sendo os compostos volateis identificados por espectrometria de massas e indice de
Kovats (PHEROBASE, 2012).

2.9 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS

Conduziu-se esta pesquisa em delineamento inteiramente casualizado, arranjado em
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esquema fatorial 5 x 3 (formulagéo; tempo), com quatro repeticdes. Os dados das analises fisico-
quimicas, da quantificacdo de bactérias laticas, da viscosidade aparente e da atividade antioxidante
total foram submetidos a analises de variancia e regresséo, utilizando-se o programa Statistical
Analysis System (SAS, 2002), versao 9.0.

A anadlise sensorial foi conduzida em blocos balanceados, sendo os dados gerados pelo
teste de aceitagdo submetidos a analise de variancia e teste de Tukey, com probabilidade de 5 %,
utilizando-se o programa Statistical Analysis System, verséo 9.0. (SAS, 2002). Os dados pertinentes
ao teste de intengao de compra foram expressos em percentual.

2.10 ANALISE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O ensaio experimental envolvendo seres humanos foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CAAE 16251413.4.0000.5108).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

A infusdo de C. sinensis em soro lacteo doce apresentou teor de massa seca de 7,54 g.
100 g*,(20,36), pH de 6,48 (+0,19) e acidez titulavel de 14,14 °Dornic (£1,65). O teor de massa seca
mostrou-se semelhante ao relatado por Teixeira e Fonseca (2008) avaliando soro de queijo. O valor
de pH e a acidez titulavel enquadraram-se na faixa de valores normalmente observaveis no leite cru
(BRASIL, 2011).

Na Tabela 1 sdo apresentadas as caracteristicas fisico-quimicas e a atividade antioxidante
total de formulacdes de bebida lactea fermentada, adicionada com diferentes proporgdes de infusao
de C. sinensis, em trés periodos de armazenamento (tempo inicial, 15 e 30 dias), mantida em
refrigeracao (4 °C).

Os teores de massa seca, de umidade e de residuo mineral fixo ndo foram alterados
(P=0,05) pela quantidade de infusdo adicionada ou pelo tempo de armazenamento. Entretanto,
quanto maior a quantidade de infusdo adicionada menores (P<0,05) foram os quantitativos de
proteina, de gordura e de sodio, o que pode ser entendido como consequéncia de sua diluicdo
no produto, devido ao baixo teor desses constituintes no soro lacteo (TEIXEIRA e FONSECA,
2008).

Penna e Thammer (2005) descreveram redugbes nos teores de gordura e de protideos
de bebidas lacteas como consequéncia da adicdo de maiores proporgdes de soro lacteo. Thamer
e Penna (2006) afirmaram que embora o soro apresente menor teor proteico, sua importancia
nutricional é indiscutivel. Trata-se de fonte de B-lactoglobulina, a-lactoalbumina, soroalbumina,
imunoglobulinas, proteose-peptonas, lactoferrina, transferrina, vitaminas hidrossoluveis (tiamina,
riboflavina, acido pantoténico, vitamina B6 e B12), minerais (calcio, magnésio, zinco e fésforo) e
lactose. Caldeira et al. (2010) relataram reducéo significativa dos quantitativos de proteinas e lipidios
conforme aumentaram a proporg¢ao de soro adicionado em formulagdes de bebida lactea com leite
bubalino, mas n&o observaram alteragbes significativas nos teores de massa seca, de umidade e
de residuo mineral fixo. Mesmo havendo redugéo no teor de protideos, as formulagbes atenderam
ao requisito oficial para este pardmetro que prevé teor minimo de 1,7 g.100 g™ de proteina lactea
(BRASIL, 2005). Para elevar e padronizar o teor proteico da bebida lactea deve-se avaliar o prévio
enriquecimento do leite a ser beneficiado com sélidos lacteos.

Considerando as recomendagdes da Organizagcdao Mundial da Saude (WHO, 2012) de
consumo diario de 2.000 mg de sédio, as formulagbes apresentaram baixo teor desse elemento.
Como forma de ilustragdo, considerando-se o valor médio de sodio de 5,5 mg.100 g™' seria
necessario o consumo diario de 36 quilos da bebida lactea fermentada com C. sinensis para que
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fosse atingido o limite maximo recomendado. Admite-se, portanto, que esse produto atenderia as
demandas de segmentos de mercado por alimentos hipossédicos. Os quantitativos de sédio das
formulagdes foram inferiores ao valor médio de 34,7 mg.100 g™ observado em leite bovino cru por
Sola-Larranaga e Navarro-Blasco (2009).

TABELA 1 — CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL
DE BEBIDA LACTEA FERMENTADA FORMULADA COM Camellia sinensis EM TRES
PERIODOS DE ARMAZENAMENTO (TEMPO INICIAL, 15 E 30 DIAS),

REFRIGERADA A 4 °C

% infusdo Camelia sinensis

Parametro  Tempo CVv R2 Equagdo
10 20 30 40
0 84,0 81,0 810 820 820 10,0 85,0
Acidez Y=0,82100 + (0,00238 x T,)
(“Dornic) 15 89,0 850 850 86,0 84,0 +(0,00001667 x T2)
30 930 87,0 910 91,0 91,0
0 425 384 355 352 327 70 820
Broteina Y=4,26190 - (0,03730 x
(9100 g) 15 430 397 36 357 3,32 CS) +
91909 (0,00035119 x CS?)
30 427 397 357 36 3,27
0 32 27 24 14 10 14,0 88,0
Gordura Y= 3,40476 - (0,07095 x
(9.100 g) 15 30 26 22 14 08 CS) +
9-1%0 9 (0,00035714 x CS?)
30 30 26 23 11 09
0 557 564 540 530 545 20 90,0
Sodio 15 552 567 557 530 537 Y= 5,58167-(0,00392xCS)-
(9.100 g™ (0,00004167xCS?)
30 550 560 550 537 545
0 499 40,7 527 680 759 130 790 v=779716 +(3,563347 x CS)
ATT - (0,64487 x T) - (0,04998
(%) 15 4,88 40,7 486 435 429 X GS?) + 0,02628 x T2) -
30 485 399 40,4 46,8 44,0 (0,02863 x CS x T)
0 19,3 185 17,4 192 192 8,0
Massa
seca 15 189 194 19,9 192 1972
(g.100 g™
30 19,5 186 19,8 193 193
0 80,7 81,6 80,5 808 805 2,0
Umidade
(0.100 g) 15 81,1 80,6 80,1 81,1 8009
30 80,7 81,3 80,9 80,8 807
RME 0 0,67 069 065 068 068 50
(9-100g7) 15 0,67 063 066 066 0,67

ATT = atividade antioxidante total; RMF = residuo mineral fixo; C = Controle; CV = coeficiente de variagédo; R? = coeficiente

de determinacéao.
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Embora a infusdo de C. sinensis tenha apresentado valor de acidez titulavel (14,14
1,65 °Dornic) inferior a do leite apds fermentacdo, a quantidade adicionada n&o influenciou (P
0,05) a acidez final das formulagdes. No entanto, houve aumento (P < 0,05) na acidez titulavel
das bebidas lacteas durante o periodo de armazenamento, fato descrito na literatura como poés-
acidificagdo (ROCHA et al., 2008; VAHEDI, TEHRANI e SHAHIDI, 2008). Kauser et al. (2011)
relataram que em produtos lacteos fermentados, mesmo quando estocados em condi¢des de
temperaturas bacteriostaticas para micro-organimos termdfilos, pode ocorrer atividade microbiana
fermentativa suficiente para alterar a acidez do produto ao longo de sua vida util.

A atividade antioxidante total, avaliada como o percentual de inibigdo da atividade da
enzima DPPH, foi significativamente mais elevada (P < 0,05) quanto maior a quantidade de infusdo
adicionada. Esse fato pode ser entendido pela maior inser¢ao de moléculas captadoras de radicais
livres de ocorréncia natural da C. sinensis, principalmente, catequina, epicatequina, epigalocatequina
galato, cafeina e acido ascorbico (POLOVKA et al., 2003; KODAMA et al., 2010; JUN et al., 2011;
ZHANG et al., 2013). Nishiyama et al. (2010) observaram percentual de inibicdo da DPPH entre
70 % a 75 % em cha verde recém-preparado, dado semelhante ao observado nas formulagées
contendo 30 % e 40 % de infus&o no tempo inicial de fabricagao.

A atividade antioxidante das formulagdes com 10 %, 20 %, 30 % e 40 % de C. sinensis foi
em média 8, 11, 14 e 15 vezes superior, respectivamente, aquela observada na formulagéo controle.

Confrontando-se os resultados obtidos com dados publicados na literatura, a atividade
antioxidante da bebida lactea foi superior aquela relatada por Kodama et al. (2010), que verificaram
atividade antioxidante de 44 % em amostras comerciais de cha verde. Chan et al. (2007) constataram
atividade antioxidante de 85 % em brotos de C. sinensis e o maximo de 44 % em plantas adultas.

Verificou-se reducao (P<0,05) da atividade antioxidante das formula¢des de bebida lactea
com C. sinensis ao longo do periodo de armazenamento. Esse evento pode ser justificado pela
degradacgédo de moléculas e perda de sua bioatividade, bem como pela prépria reagéo entre os
componentes antioxidantes e radicais livres porventura formados no produto ao longo do periodo de
armazenamento como, oxigénio, hidroperdxidos, radicais alquila e peroxila.

Dentre os mecanismos de consumo de antioxidantes, Castelo-Branco e Torres (2011)
mencionaram a auto-oxidagdo de lipideos, que pode iniciar espontaneamente e ser acelerada
por pré-oxidantes, como os metais de transigdo, pela exposicao a luz visivel, em presenga de
fotossensibilizador, por elevadas temperaturas e pela presencga de oxigénio.

v +

3.2 BACTERIAS LATICAS

Na Tabela 2 sdo apresentadas as contagens de bactérias laticas em bebida lactea
fermentada adicionada com diferentes proporgdes de infusdo de C. sinensis, em trés periodos de
armazenamento (tempo inicial, 15 e 30 dias) refrigerado (4 °C).

TABELA 2 — CONTAGENS DE BACTERIAS LATICAS EM BEBIDA LACTEA FERMENTADA
FORMULADA COM Camellia sinensis EM TRES PERIODOS DE ARMAZENAMENTO
(TEMPO INICIAL, 15 E 30 DIAS)

R Tempo % infus@o Camelia sinensis
Parametro _
(dias) ¢ 10 20 30 40 cv
0 7,3 74 7,91 7,8 7,74 15,3
CBL 15 7,47 7,3 7,85 7,9 7,62
(logUFC.g") ’ ’ ’ ’ ’
30 7,85 7,69 79 7,6 7,6

CBL = contagem total de bactérias laticas; UFC = unidades formadoras de colénia; CV = coeficiente de variagéo.
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A contagem total de bactérias laticas ndo se alterou de forma significativa (P=0,05) em
fungao da quantidade de infusdo adicionada, ou do periodo de armazenamento pesquisado.

Um dos principais pardmetros de qualidade de bebidas lacteas fermentadas consiste na
sobrevivéncia e na viabilidade de bactérias laticas durante a vida util do produto. Por esta razéo, ao
pesquisar novos aditivos e ingredientes deve-se avaliar sua agéo perante estes micro-organismos
benéficos. Foi constatado que as proporgdes de infusdo de C. sinensis avaliadas nao exerceram
efeito deletério sobre a viabilidade dessas bactérias. Todas as formulagbes atenderam ao padrao
oficial para bebidas lacteas (BRASIL, 2005), o qual estabelece contagem minima de 6 Log UFC.g™’
para tais micro-organismos.

3.3 VISCOSIDADE APARENTE

Na Tabela 3 é apresentada a viscosidade aparente de formulagdes de bebida lactea
fermentada adicionada com diferentes propor¢des de infusdo de C. sinensis, em trés periodos de
armazenamento (tempo inicial, 15 e 30 dias), mantidas em refrigeracao (4°C).

TABELA 3 — VISCOSIDADE APARENTE DE BEBIDA LACTEA FERMENTADA FORMULADA
COM Camellia sinensis EM TRES PERIODOS DE ARMAZENAMENTO
(TEMPO INICIAL, 15 E 30 DIAS)

Paramet Tempo % infus@o Camelia sinensis £ .
arametro uacao
C 10 20 30 40 CV R auas
0 2786 1069 1057 1003 980
Viscosidade Y= 2587,13324-
aparente 15 2735 1063 1051 1012 986 18 87 (129,13393xCS)+
(cP) (2,29227%CS)

30 2753 1055 1049 946 920

cP = centipoise; C = controle; CV = coeficiente de variagdo. R? = coeficiente de determinagao.

A viscosidade das formulagdes foi significativamente (P < 0,05) menor quanto maior as
propor¢oes de infusdo adicionadas.

De acordo Seckin e Ozkilinc (2011) e Grygorczyk et al. (2013), a textura de lacteos
fermentados é relevante tanto para sua caracterizagdo quanto para sua aceitagao pelo consumidor.
Nesse contexto, Sandoval-Castilla et al. (2004) relataram que ao se desenvolver novo produto
€ de fundamental importancia avaliar o efeito de processos e novos ingredientes sobre esses
parametros.

A viscoelasticidade e plasticidade do gel de bebidas lacteas sdo sensivelmente afetadas
por fatores como o tratamento térmico do leite, o qual promove a desnaturagédo de proteinas e,
consequentemente, eleva sua capacidade de retencao de agua (SANDOVAL-CASTILLA et al., 2004;
DAMIN et al., 2009). Além disso, a quantidade e o perfil hidrofilico/hidrofébico dos ingredientes
adicionados, os teores de proteina e de gordura e a acidez sdo determinantes para alterar a textura
do produto (HEKMAT e REID, 2006; CODA et al., 2012). Como consequéncia da desestabilizagdo do
gel sdo ocasionados defeitos no produto, como a sinérese excessiva, formacgao de fase, surgimento
de granulos e reducéo na viscosidade.

Quanto maior a proporgéo de infusdo adicionada menores foram os teores de gordura
e de proteina e, por fim, menor a viscosidade do produto. Por essa razéo, a formulagdo com
40 % de infuséo, que apresentou menores teores desses constituintes, também evidenciou a menor
viscosidade.
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3.4 ACEITAGAO E INTENGAO DE COMPRA

Aaceitagao e aintengéo de compra das formulagées de bebida lactea fermentada elaborada
com C. sinensis sdo apresentadas na Tabela 4.

TABELA 4 - ACEITACAO PARA APARENCIA, SABOR, TEXTURA E IMPRESSAO GLOBAL E
INTEN(;AO DE COMPRA DE BEBIDA LACTEA FERMENTADA
FORMULADA COM Camellia sinensis

Aceitacéo (escore: 0-10) Intencdo de compra (%)
% CS
A S T IG Se Fr Oc R NC
10 7,2a 7,1a 7.2a 7.2a 36,7 35,0 20,0 5,0 3,3
20 7,0a 6,9 a 7,0a 7.1a 38,3 40,0 16,7 4,0 1,0
30 7,0a 7,1a 6,8 a 7,0a 41,7 46,7 8,3 1,7 1,7
40 6,7 a 6,4 a 6,2 a 6,4b 31,7 36,7 25,0 5,0 1,7

% CS = percentagem de C.sinensis; A = aparéncia; S = sabor; T = textura; |G = impresséao global; Se = compraria sempre; Fr
= compraria frequentemente; Oc = compraria ocasionalmente; R = compraria raramente; NC = nunca compraria. Médias em
coluna seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey, em probabilidade de 5 %.

A proporgéao de infusdo de C. sinensis adicionada nao influenciou (P => 0,05) a aceitagao
do produto, no que se refere a sua aparéncia.

Com relagéo ao sabor, as formulagées com 10 %, 20 % e 30 % de infusdo foram as mais
aceitas. Conforme manifestado por escrito pelos julgadores nas fichas de avaliagéo, a formulagao
com 40 % apresentou sabor forte e amargo, sendo relatada também sua adstringéncia.

Conforme Siebert, Maekawa e Lynn (2011) infusdes com C. sinensis podem apresentar
elevado teor de polifenois (catequinas), os quais tém sido associados ao seu amargor e adstringéncia.
Nesse contexto, Rossetti et al. (2009) e Nayak e Carpenter (2008) descreveram a adstringéncia oral
como fenbmeno comumente associado a chas, decorrente da presenca dos polifenois, o qual resulta
da precipitacdo de proteinas presentes na saliva, responsaveis pela lubrificacdo da cavidade oral.
Por essa razao, eleva-se o coeficiente de atrito entre os tecidos da boca, promovendo a sensacao
descrita por boca seca.

Para a textura, as formulag¢des contendo 10 %, 20 % e 30 % de infusdo apresentaram maior
aceitacao e a bebida lactea com 40 % a menor. Alguns avaliadores mencionaram que a bebida com
40 % de infusédo ‘estava rala’ e assim justificaram a menor aceitagéo por sua textura. Conforme
Caldeira et al. (2010) adicdes de soro, em menores proporgdes, permitem a obtencao de produtos
com consisténcia mais semelhante ao iogurte, fato que contribui para sua maior aceitagdo. Ainda
conforme estes autores, a adigdo de maiores quantidades de soro pode produzir efeitos indesejados
nas bebidas lacteas, como a separacéo de fases. Nesta pesquisa realizou-se analise sensorial no
produto recém-fabricado, ndo sendo observada separacéo de fases durante seu manuseio, fato que
justifica a auséncia de efeito significativo (P = 0,05) sobre a aparéncia.

Com relacdo a impresséo global, os julgadores demostraram maior aceitacdo para as
formulagdes contendo 10 %, 20 % e 30 % de infusdo de C. sinensis. Presume-se, pelo contexto
anteriormente exposto, que os atributos sabor e textura influenciaram sensivelmente a aceitagéo global
desse produto.

Independente do percentual de infusdo adicionado, a maior proporgédo de avaliadores
manifestou interesse em sempre comprar o produto ou em compra-lo frequentemente.

Embora nado tenha havido diferenca significativa (P=0,05) na aceitacdo do sabor, alguns
avaliadores informaram, por escrito nas fichas, que as bebidas com 10 % e 20 % apresentaram
sabor muito sutil e que a formulagédo com 30 % mostrou sabor mais intenso. Todas as formulagdes
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recém-fabricadas, incluindo a com 40 % de infus&o adicionada, apresentaram baixa rejeigao (menos
de 4 % dos individuos assinalaram a opgéo de nunca comprar o produto).

3.5 COMPOSTOS VOLATEIS

Na Tabela 5 sdo apresentados os compostos volateis mais frequentes nas diferentes
formulagées de bebida lactea fermentada elaborada com infusdo de C. sinensis (recém-fabricada),
e na Tabela 6 os compostos volateis menos frequentes.

TABELA 5 - COMPOSTOS VOLATEIS IDENTIFICADOS EM BEBIDA LACTEA FERMENTADA
FORMULADA COM INFUSAO DE Camellia sinensis, RECEM-FABRICADA

% area

Composto TR IK 10 20 30 40
3-hidroxibutanona (ou acetoina) 2,407 838 34,54 20,27 29,34 42,1
Propan-2-ona (ou acetona) 1,25 812 12,86 26,43 34,1 14,22
2,3-pentanodiona (ou acetil propionil) 2,204 834 9,1 8,3 4,9 7,13
2,3-butanodiona (ou diacetil) 1,51 818 3,9 526 2,6 4,6
2-heptanona 5,796 918 4,21 3,8 247 2,72
Acido butanoico (ou &cido butirico) 3,433 862 2,64 1,15 2,73 2,81
Acido hexanoico (ou &cido caproico) 8,652 988 2,53 1,53 1,73 1,35
Hidroxietano 1,185 811 1,95 2,13 256 2,94
Linalol 12,577 1090 0,31 0,52 082 1,65
2-metilpent-1-eno 1,94 828 0,61 0,83 045 0,87
Etanal (ou acetaldeido) 1,059 808 0,15 0,12 0,12 0,12
(3S,4S)-3,4-di(metoximetoxi) pirrolidina 1,12 810 0,173 0,17 0,248 0,17

2,3,4,4-tetrapropil-1-(trimetisilil)-1-

(trimetilsililox)-1,3-diaza-2,4-diborabutano 21,215 1334 019 023 012 010

Acido acético 9,224 0,13 135 017 1,55

1-metil-4-(1-metiletenil)ciclohexene 10,191 1027 0,9 0,87 1,58
Acido benzenoacético 14,934 1154 0,69 0,61 0,53
1-butanol 3-metil 13,008 1101 0,31 0,24 0,14
3-fenilbutan-2-ol 5,201 0,09 0,92 0,68 0,09

TR = tempo de retengéo; IK = indice de Kovats; % area = percentagem da area do grafico.
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TABELA 6 — COMPOSTOS VOLATEIS IDENTIFICADOS EM BEBIDA LACTEA FERMENTADA
FORMULADA COM INFUSAO DE Camellia sinensis, RECEM-FABRICADA

Composto TR IK % area

10 20 30 40
Butiraldeido 1,596 819 2,16
Ciclotrisiloxano hexametil 4,102 877 0,45
(clohex-2-eniidono) etietenoato, 4806 899 030
Hexahidro-3-hidroxi-1H-azepin-2-ona 3,785 869 0,95 0,35
Etenilacetato 1,528 822 4,26 6,06
1-hexanol 54 904 0,28 0,46
3,4-dihidrothieno-(3,4-B)-5-carboxithiofeno 1,636 821 3,33 1,31
1-hidroxihexano 2175 828 0,64 0,23
2-(metoximetil)oxirona 3,936 872 0,66 0,74
(Diisopropilfosfino)-N,N-dimetilmetanamina 1,318 814 1,1
Butan-2-ona 1,555 820 2,8
Acido propanoico 2,105 832 0,23
Eter metil-D3-1-dideutério-2-propenil 2,309 839 1,65
1-butanol 2,3-epoxi-, trans- 3,884 873 0,46
6,7-diazabiciclo[3,2,2,]Jnona-3,6-diene 5,207 904 0,55
Etil hexanoato 9,259 1003 1,37
Terpinil acetato 10,198 1027 0,7
Acido benzoico 4,067 877 0,39 0,26
Pentan-2-ona 212 833 0,24 0,47
Metil laurato 5,004 899 0,41
1,2-dimetil-benezeno 5,199 904 0,98
1-propanol 3-metoxi 1,56 819 1,3 4,6
3-pentanol 3,743 869 0,71 1,03
Propilciclopropano 5,245 905 0,14 0,37
3-pentanona 2,2,4,4-tetrametil 2,101 832 0,21
1-nonaldeido 3,677 868 0,09
1-metoxiacetona 3,893 872 0,74
Dodecahidro-6H-pirido[1,2-b]isoquinolin-6-ona 4,062 877 0,18
1-propen-2-ol 5,005 899 0,17
Acido 1H-pirrole-3-propandico 9,223 1003 0,13

TR = tempo de retengao; IK = indice de Kovats; % area = percentagem da area do grafico.
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A combinagdo de compostos volateis, principalmente daqueles presentes em maior
quantidade, contribui para a determinacdo do sabor e aroma caracteristico dos alimentos (DE
MARIA, MOREIRA e TRUGO, 1999; MOREIRA, TRUGO e DE MARIA, 2000). Os compostos volateis
associados ao sabor e ao aroma de bebidas lacteas podem estar naturalmente presentes no leite,
serem formados durante sua fermentagao e pela posterior atividade microbiana, bem como serem
agregados ao produto por adi¢ao de ingredientes (como a infusédo de C. sinensis).

Os compostos 3-hidroxibutan-2-eno (ou acetoina); propano-2-ona (ou acetona);
2,3-pentadiona (ou acetil propionil); 2,3-butanodiona (ou diacetil); 2-heptanona; acido butanoico (ou
acido butirico); acido hexanoico (ou acido caproico); hidroxietano; e linalol estiveram majoritariamente
presentes nas formulacdes de bebida lactea fermentada elaborada com C. sinensis e, por essa
razdo, talvez sejam os que mais se destacam na formacgéo de seu sabor e aroma.

Resultados de pesquisas demonstram a ocorréncia de alguns compostos identificados neste
trabalho, tanto no leite quanto em diferentes tipos de lacteos, principalmente naqueles obtidos por
fermentagédo (JANDAL, 1996; CHAMMAS et al., 2006; MACCIOLA, CANDELA e DE LEONARDIS,
2008; CODA et al., 2012). Licon et al. (2012) relataram a associagédo do sabor e do aroma de queijo
produzido com leite de ovelha a ocorréncia de 2,3-pentanodiona; propanol; 2-butanona; nonanal;
acetona; e benzeno. Servili et al. (2011) destacaram 2-pentanona e 2-heptanona como importantes
compostos do aroma de bebidas lacteas fermentadas, sendo a sua formagéao atribuida a f-oxidagao
de acidos graxos saturados livres e descarboxilagéo de acidos ceto-beta. Magalhaes et al. (2011)
mencionaram a ocorréncia dos alcoois superiores 3-metil-1-butanol; 1-hexanol; e de 1-propanol
como formadores do sabor e do aroma de kefir produzido com soro lacteo. Gran, Gadaga e Narvhus
(2003) relataram a ocorréncia de etanal e de acido acético em Amsi, produto tipico do Zimbabue,
obtido pela fermentacdo espontanea do leite cru. Tais autores informaram que esses compostos
s&o naturalmente formados durante a fermentacdo do soro do leite. Gallardo-Escamilla, Kelly e
Delahunty (2007) mencionaram a ocorréncia de acetaldeido, etanol, acetona, butadieno, acetoina e
2-furfural em produto elaborado a partir da fermentagéo do soro do leite bovino. Zhang et al. (2013)
descreveram a acetoina como um dos principais componentes do leite e de lacteos.

Conforme Monnet e Corrieu (2007) algumas espécies de Streptococcus thermophilus
sintetizam as enzimas acetohiddéxi acido sintetase e a-acetolactato sintetase, as quais estdo
envolvidas na formagédo de 2,3-pentanodiona e 2,3-butanodiona a partir do piruvato (compostos
naturalmente encontrados em leites fermentados).

Observou-se que a utilizagao de infusdo de C. sinensis ndo descaracterizou o perfil de
volateis tipico de lacteos e de bebida lactea fermentada. Dentre os demais compostos identificados
nesta pesquisa, atengcdo deve ser dada ao linanol (alcool monoterpeno) pelos relatos de sua
ocorréncia e associagao ao sabor e aroma do cha verde, produzido pela infusdo de C. sinensis
(MACHADO et al., 2007).

Kato e Shibamoto (2001), em pesquisa sobre a ocorréncia de volateis majoritarios em
chas preparados com C. sinensis, identificaram hexanal; 1-pentan-3-ol; heptanal; 1-pentanal; (Z)-
2-pentan-1-ol; (Z)-3-hexan-1-ol; linalol; e geraniol, destacando a correlagdo entre a quantidade de
linalol e 2-hexenol sobre o sabor e aroma do cha verde. Nesta pesquisa, o linanol foi identificado em
todas as formulagdes de bebida lactea, enquadrando-se entre o grupo de elementos majoritarios.
Em algumas formulages foi identificado 1-hexanol e o 3-pentanol.

Pelas informagdes da literatura, ainda escassas, pressupde-se que o linalol tenha sido
o principal composto responsavel por conferir o sabor e aroma de C. sinensis ao produto, sendo
observada, inclusive, tendéncia de aumento na percentagem de area desse composto conforme
elevacao da proporgéo de infusdo adicionada.

Pesquisas tém demonstrado diversos beneficios do consumo regular de infusdo de C.
sinensis, os quais se traduzem em sua atividade antioxidante perante radicais livres, redugao do
percentual de gordura corporal, inibicdo de lipases pancreaticas, redugao do colesterol total e de
acidos graxos livres no plasma sanguineo e estimulacao da termogénese (NELSON-DOOLEY et
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al., 2000; CHANTRE e LAIRON, 2002; WU et al., 2003; ASHIDA et al., 2004; KHAN e MUKHTAR,
2007). Por essa razdo, ao se considerar a versatilidade das bebidas lacteas fermentadas para
veicular componentes naturais da C. sinensis, com destaque para catequinas, oferece-se ao
consumidor alternativa para a ingestao desses constituintes benéficos. Ao setor produtivo, oferece-
se oportunidade de agregacédo de valor, inovagéo e o atendimento dos crescentes segmentos de
mercados demandadores de alimentos funcionais. Ao produto, veiculador de micro-organismos
probiéticos, agregam-se mais fatores de funcionalidade, o que pode estender o seu ciclo de vida.

4 CONCLUSAO

O teor de massa seca, a umidade, o residuo mineral fixo e a contagem total de bactérias
laticas de formulacdes de bebida lactea fermentada ndo foram afetados pela quantidade de infuséo
de C. sinensis adicionada. Entretanto, os contedidos de proteina, gordura e sédio foram menores
gquanto maior a percentagem de infuséo incorporada ao produto. Verificou-se reducdo na viscosidade
aparente das formulacdes mediante o aumento da quantidade de infusédo adicionada.

A atividade antioxidante total das formulag®es foi maior conforme se elevou a quantidade
de infus&o adicionada.

A formulacéo de bebida lactea fermentada com adi¢éo de 30 % de infusdo de C. sinensis
em soro lacteo destacou-se nos testes sensoriais, obtendo maior aceitacdo e maior intencéo de
consumo.

A utilizacdo de infuséo de C. sinensis para a obten¢c&o do produto ndo descaracterizou o
perfil de volateis tipico de lacteos e de bebida lactea fermentada. Pressup8e-se que o linalol tenha
sido o principal composto responsavel por conferir sabor e aroma de C. sinensis nesse produto,
sendo observada, inclusive, tendéncia de elevagdo na percentagem de area desse composto
conforme aumento da propor¢éo de infusédo adicionada.

ABSTRACT

FERMENTED DAIRY BEVERAGE FORMULATED WITH Camellia sinensis

The aim of this research was to characterize fermented milk drink formulated with Camellia sinensis. An infusion
was prepared of chopped and dehydrated C. sinensis leaves in whey (1 % w/v), which was added in the
proportions of 10, 20, 30 and 40%. The control consisted of sweetened fermented milk. Dry matter, moisture,
ash, protein, fat, sodium, titratable acidity, lactic acid bacteria count, total antioxidant activity and viscosity were
analyzed at the initial time of production and after 15 and 30 days of storage. The chromatographic determination
of volatile compounds and also the acceptance and purchase intent testing were performed at the initial time of
production. Dry matter content, moisture, ash and the total count of lactic acid bacteria were not affected by the
amount of the infusion of C. sinensis that was added. The content of protein, fat and sodium reduced when the
percentage of infusion was increased. A reduction in viscosity and increased total antioxidant activity occurred
when there was an increase in the amount of infusion added. The formulation of fermented milk drink with
30 % infusion of C. sinensis was most successful in terms of acceptability and intention to purchase. The use
of infusion of C. sinensis did not decharacterize the profile of volatiles typical of fermented dairy beverages.
It is assumed that linalool was mainly responsible for giving the flavor and aroma of C. sinensis to the
product.

KEY-WORDS: Camellia sinensis; LACTIC ACID BACTERIA; VOLATILE COMPOUNDS; SENSORIAL
ANALYSIS.
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