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RESUMO 
 
 

Dentre os produtos alimentícios, o leite e seus derivados lácteos são os que 
apresentam maior crescimento. O consumidor brasileiro está trazendo cada vez 
mais para seu hábito diário de consumo, iogurtes, leites fermentados e queijos. Um 
dos tipos de leites fermentados é a coalhada, produto cuja fermentação é realizada 
por cultivos individuais ou mistos de bactérias mesofílicas produtoras de ácido 
láctico. É um produto ideal para o equilíbrio e balanceamento da microbiota 
intestinal, colaborando para melhor absorção do cálcio e das proteínas do leite, 
inibindo a ação de bactérias patogênicas e auxiliando na regulação intestinal. Este 
trabalho tem como objetivo produzir uma coalhada com potencial simbiótico 
formulada com leite caprino e polpa de maracujá (Passiflora edulis ) e avaliar a 
estabilidade e bioatividade de seus extratos peptídicos. Para elaboração das 
coalhadas foi avaliado os atributos sensoriais aroma, cor, textura, sabor e avaliação 
global. Antes da realização das análises sensoriais, as coalhadas foram submetidas 
a análises microbiológicas (contagem de coliformes termotolerantes a 45°C, 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bolores e leveduras) e físico-químicas (pH, 
acidez total titulável, proteínas, lipídeos, umidade e minerais). Após a obtenção das 
formulações, os extratos de peptídeos solúveis em água foram preparados a partir 
de amostras de coalhadas simbióticas produzidas com leite caprino e em seguida 
analisados quanto ao perfil peptídico usando técnica de espectrometria de massas 
do tipo Maldi ToF. E a partir destes foram analisadas as atividades antimicrobianas e 
antioxidantes.  Durante a avaliação das formulações houve estabilidade dos 
parâmetros analisados, ao longo do armazenamento de 28 dias, ocorrendo 
pequenas variações nos teores de umidade, cinzas, acidez, pH, e açúcares totais. 
Considerando o padrão para coliformes a 30°C e 45ºC e bolores e leveduras, 
durante o período de armazenamento, não se verificou contaminação para estes 
grupos, em todas as amostras analisadas e nos tempos avaliados. Foram 
detectados fragmentos peptídicos (550 - 4027 Da) e identificadas as capacidades 
antioxidante e antimicrobiana, atribuindo ao produto propriedades bioativas.  A partir 
dos resultados obtidos neste estudo pode-se concluir que as coalhadas se 
mantiveram estáveis ao longo dos 28 dias de estocagem, exibindo também uma 
qualidade microbiológica, as contagens de bactérias com potencial probiótico 
apresentaram valores superiores ao mínimo preconizado pela legislação vigente, 108 

- 1013. Apresentaram aceitação sensorial em relação a todos os atributos analisados 
e capacidade antioxidante e antimicrobiana. Tornando as coalhadas, produtos com 
potencial de mercado e agentes promotores de benefícios para a saúde de seus 
consumidores.  
 
Palavras- chave: fermentação, produtos lácteos, peptídeos bioativos. 
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ABSTRACT 
 
Among food products, milk and its dairy products are those that show the greatest 
growth. The Brazilian consumer is increasingly bringing to his daily consumption habit, 
yoghurts, fermented milks and cheeses. One of the types of fermented milk is the curd, a 
product whose fermentation is carried out by individual or mixed cultures of mesophilic 
bacteria that produce lactic acid. It is an ideal product for the balance and balancing of 
the intestinal microbiota, contributing to better absorption of calcium and milk proteins, 
inhibiting the action of pathogenic bacteria and aiding in intestinal regulation. This work 
aims to produce a curd with symbiotic potential formulated with goat milk and passion 
fruit pulp (Passiflora edulis) and to evaluate the stability and bioactivity of its peptide 
extracts. To prepare the curds, the sensory attributes of aroma, color, texture, flavor and 
overall evaluation were evaluated. Before sensory analysis was carried out, the curds 
were subjected to microbiological analysis (counting of thermotolerant coliforms at 45 ° 
C, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Molds and yeasts) and physicochemical 
(pH, total titratable acidity, proteins, lipids, moisture and minerals). After obtaining the 
formulations, the extracts of water-soluble peptides were prepared from samples of 
symbiotic curds produced with goat milk and then analyzed for the peptide profile using 
the Maldi ToF mass spectrometry technique. And from these, antimicrobial and 
antioxidant activities were analyzed. During the evaluation of the formulations there was 
stability of the analyzed parameters, over the storage of 28 days, with small variations in 
the contents of moisture, ash, acidity, pH, and total sugars. Considering the standard for 
coliforms at 30 ° C and 45 ° C and molds and yeasts, during the storage period, there 
was no contamination for these groups, in all samples analyzed and at the evaluated 
times. Peptide fragments (550 - 4027 Da) were detected and antioxidant and 
antimicrobial capabilities were identified, attributing bioactive properties to the product. 
From the results obtained in this study, it can be concluded that the curds remained 
stable throughout the 28 days of storage, also showing a microbiological quality, the 
counts of bacteria with probiotic potential showed values higher than the minimum 
recommended by the current legislation, 10

8
 - 10

13
. They presented sensory acceptance 

in relation to all the analyzed attributes and antioxidant and antimicrobial capacity. 
Making curds, products with market potential and agents that promote health benefits for 
their consumers. 
 
Keywords: fermentation, dairy products, bioactive peptides. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A criação de caprinos vem sendo considerada importante fonte de obtenção de 

carne, leite e derivados para população de áreas rurais de baixa renda. Existe 

grande procura do leite e derivados nos países desenvolvidos com alto padrão de 

qualidade (produtos gourmets), tais como os queijos finos elaborados com leite de 

cabra; além de ser classificado como uma importante fonte nutricional é também 

considerado um produto medicinal para aqueles que sofrem de alergia ao leite de 

vaca e/ou outras patologias gastrointestinais (RIBEIRO, RIBEIRO 2017; SLAČANAC 

et al., 2010).  

 O leite caprino apresenta propriedades já conhecidas em relação ao leite de 

vaca, como melhor digestibilidade, devido a seus glóbulos de gordura menores, 

menor alergenicidade, além de altos teores de micronutrientes (cálcio, fósforo, 

potássio, magnésio, dentre outros), e destaque para seus constituintes bioativos 

como os peptídeos e oligossacarídeos (HERNÁNDEZ-LEDESMA; RAMOS; GÓMEZ-

RUIZ, 2011; ALBENZIO et al., 2012; GARCÍA et al., 2014). 

Os produtos lácteos derivados do leite caprino podem conter peptídeos bioativos, 

originados pelas bactérias ácido-lácteas durante o processamento, promovendo 

enriquecimento do produto (SMACCHI; GOBBETTI, 2016) . 

 Grande parte das pesquisas tem sido focada na geração de peptídeos 

bioativos a partir da hidrólise enzimática de proteínas encontradas comumente em 

fontes de alimentos (CARRASCO-CASTILLA et al., 2012; CHANG et al., 2013), 

sobretudo, a proteína láctea é estudada, pois apresenta as mais diversas atividades 

biológicas podendo mitigar inúmeras doenças crônicas (STROOBANTS et al., 2014).  

 Essas características  conferidas a esses produtos lácteos oferecem ao 

consumidor mais do que ingredientes convencionais (POSECION et al., 2005), são 

considerados agentes transportadores de bactérias viáveis com efeitos de promoção 

da saúde (MORELLI, 2014), sendo conhecido por suas propriedades terapêutica, 

nutricional e sensorial (GONZALEZ; ADHIKARI; SANCHO-MADRIZ, 2011). Além 

disso, constitui-se de uma matriz adequada para inclusão de diversos ingredientes, 

como frutas, mel e geleias, que são bem aceitos pelos consumidores (GARCÍA et 

al., 2014). 

Pensando no consumidor, o interesse na produção comercial de peptídeos 

bioativos vem aumentando devido aos efeitos benéficos que eles podem trazer ao 
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organismo. Dentre os quais destacam-se os efeitos sobre o sistema imunológico, 

sistema digestório, cardiovascular por meio da atividade antimicrobiana, da 

capacidade de ligação com minerais da atividade antioxidante, anti-hipertensiva, 

além das atividades anticancerígenas, opióides, antiobesidade entre outras (SINGH 

et al., 2014).  

Dentre os compostos biológicos, enquadram-se alguns peptídeos bioativos, 

que exercem às atividades regulatórias no organismo animal. Esses peptídeos 

encontram-se inativos dentro da proteína original devendo, portanto, ser liberados 

para que possam vir a exercer uma modulação nas funções fisiológicas, seja por 

meio da interação com receptores específicos, ou na indução de respostas 

fisiológicas (RYAN et al., 2011; RAIKOS; DASSIOS, 2013).  

A produção de produtos lácteos caprinos já é uma realidade no mercado, no 

entanto a necessidade de pesquisas em relação a suas atividades biológicas, para 

uma melhor conscientização de seus benefícios à saúde e maior utilização pelos 

seus potenciais consumidores. Por estes motivos este estudo tem como objetivo 

produzir uma coalhada simbiótica formulada com leite caprino e polpa de maracujá 

(Passiflora edulis ) e avaliar a bioatividade de seus extratos peptídicos. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 LEITE CAPRINO 

 

O leite é um alimento que tem como objetivo primário a proteção imunológica e 

nutrição de neonatos, auxiliando no desenvolvimento adequado. Isto se dá pelo fato 

da composição centesimal e das propriedades benéficas a saúde. Também bastante 

utilizado como um importante ingrediente para produção industrial (RANDHEERA et 

al., 2016). 

De acordo com a Instrução Normativa n. 62 de 2011 do Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), o leite é definido como: O produto 

oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condições de higiene, de vacas 

sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite de outros animais deve denominar-

se segundo a espécie de que proceda (BRASIL, 2011). 

 Os produtos com leite de vaca são largamente consumidos, no entanto existe 

uma elevada demanda por alternativas para este tipo de leite, devido a problemas 

associados com alergenicidade, desordens gastrointestinais e desejos por novos 

produtos lácteos (RANADHEERA et al., 2012). 

Pela Instrução Normativa de nº 37/2000 do Ministério da Agricultura, Pecuária 

e Abastecimento, define-se como leite caprino o produto originado de ordenha 

higiênica, completa e ininterrupta de cabras saudáveis, bem alimentadas e em 

descanso. As características sensoriais do leite de cabra são: cor branca, sabor e 

odor especiais, mas não desagradáveis (BRASIL, 2000). A norma determina teores 

mínimos de proteína (2,8%), lactose (4,3%) e cinzas (0,7%) e acidez podendo variar 

entre 0,13 a 0,18%.  

           De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento, em um 

levantamento realizado pela Organização das Nações Unidas para a Alimentação e 

a Agricultura em 2014, o rebanho mundial de caprinos era de aproximadamente um 

bilhão de cabeças (CONAB, 2016). Dentre os maiores produtores estão a China com 

19,00% do rebanho mundial, Índia com 13,00%, Nigéria com 7,00%, Paquistão com 

6,60% e Bangladesh (5,60%) (CONAB, 2016). No ranking mundial, o Brasil ocupa a 

22º colocação.  

Segundo o relatório da Food and Agriculture Organization das Nações Unidas 

(FAOSTAT) em 2016 , a produção de leite caprino representava 2,3%, percentual 
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crescente nos últimos anos.  O Brasil, de acordo com o censo realizado em 2017 

pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), tem um efetivo nacional de 

caprinos de 8,3 milhões de cabeças e 326.166 estabelecimentos produtores, com 

um aumento de 8,6% em relação a 2014.  

No levantamento por região, 92,7% deste efetivo está na Região Nordeste, 

onde houve um aumento de 9,9% do rebanho em relação a 2014. Como pode ser 

observado na Figura 1, os estados da Bahia, Piauí e Pernambuco detêm mais de 

50% do efetivo nacional, seguidos por Ceará (12,8%) e Paraíba (11,6%), 

representando 83,3% do efetivo nacional da espécie (IBGE, 2017).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em Pernambuco, no ano de 2017, como descrito na Figura 2, tem como a maior 

produtora a cidade de Petrolina com 118.725 cabeças, seguida por Floresta 

(101.549) e Sertânia (86.736).  

As proteínas do leite de cabra possuem melhor digestibilidade do que as do leite 

bovino, sendo a classificação geral dessas proteínas semelhante à do leite de vaca, 

no entanto, diferem em polimorfismos, que são responsáveis pelas propriedades de 

fabricação e dos sabores lácteos caprinos (RUSS et al., 2010). 

 

 

 

Fonte: IBGE, 2017. 

Figura 01 – Rebanhos de Caprinos no Brasil, censo 2017 realizado pelo Instituto Brasileiro de 
Geografia e Estatística (IBGE) 
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O leite caprino quando comparado com o leite bovino, apresenta na sua 

composição o predomínio de β-caseína e maiores teores de Κ-caseína e αS1- 7 

caseína; ainda, em relação à composição, o lactosoro caprino possui uma menor 

quantidade de albumina sérica e lactoalbumina; estes teores são uma vantagem 

para pessoas que sofrem com processos alérgicos ao leite de vaca. Estas 

características físico-químicas tornam o leite caprino e seus derivados, produtos de 

elevada digestibilidade (BUENO, 2005), sendo considerados hipoalergênicos 

(ELAGAMY, 2007). Considerado uma fonte natural de compostos bioativos, temática 

que vem tendo avanço nas últimas décadas, em relação à ciência e tecnologia e as 

aplicações comerciais desses compostos. (KORHONEN, 2009a).  

Araújo et al. (2019) apresentam diversos compostos presentes no leite de 

cabra que auxiliam na saúde do consumidor. Estes componentes bioativos podem 

ser observados na Figura 03. 

 

 

 

 

 

 

Figura 02 – Rebanhos de Caprinos em Pernambuco, censo 2017 realizado pelo Instituto 
Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) 

Fonte: IBGE, 2017. 
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Figura 03 - Componentes bioativos do leite de cabra 

 

  

 

Além dos benefícios nutricionais agregados também exercem grande 

importância econômica (ANDRADE et al., 2012). Apesar de sua relevância, existem 

alguns entraves neste segmento, muitas vezes é desenvolvido de forma rudimentar 

e vinculado à produção familiar, baixa tecnificação, pouca eficiência dos sistemas de 

produção praticados, bem como, da inexistência de tecnologias de processamento e 

elaboração dos produtos derivados (QUEIROGA et al., 2013).  

A regulamentação de padrões de qualidade de leite de cabra é de extrema 

importância, pois a partir do leite caprino obtido pela ordenha, é possível beneficiá-lo 

e obter diversos derivados como iogurtes, bebidas lácteas, sobremesas e queijo, por 

meio de técnicas de elaboração simples e acessíveis aos produtores de leite 

caprino, uma alternativa para o aumento do consumo de produtos e agregação de 

valor como estímulo à produção (SANTOS et al., 2011).  

 

2.2 FERMENTADOS LÁCTEOS 

 

Uma das propriedades do leite é permitir sua própria conservação, através de 

seus cultivos láticos que convertem seus açúcares em ácidos, permitindo maior 

tempo de preservação, pois a redução de pH torna o meio desfavorável a 

multiplicação de bactérias patogênicas. Este processo faz com que as 

características do leite mudem, dando lugar a uma nova gama de produtos lácteos 

(LEPORANTA, 2015). 

Fonte: ARAÚJO et. al., 2019. 
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Entre os produtos alimentícios, o leite e seus derivados são os que 

apresentam maior crescimento. O consumidor brasileiro está reaprendendo a comer, 

e trazendo para seu hábito diário de consumo, iogurtes, leites, queijo tipo ―petit 

suisse‖, queijos, e outros (ODILON, 2011).  

Os produtos lácteos fermentados se caracterizam pela ação de 

microrganismos no leite e consequente transformação de seus elementos (DOBBS; 

BELL, 2010). As principais funções das culturas láticas na fabricação de leites 

fermentados são: produção de ácido láctico a partir da lactose do leite e a produção 

de compostos aromáticos como, diacetil, acetaldeído, acetona e etanol (PRATA; 

PRATA, 2012). 

A fermentação lática promove incremento de 50% nos teores de vitamina B6 

e B12, aumento de vitamina C, ácido fólico e de colina em relação a outras vitaminas 

as mudanças são mais amenas. O aumento da digestibilidade das proteínas e 

gorduras e a melhor utilização de alguns cátions no metabolismo humano são 

algumas das explicações do grande valor dos alimentos láticos fermentados na 

nutrição humana (PRATA; PRATA, 2012). 

Um dos tipos de leites fermentados é a coalhada,como pode ser observada 

na Figura 04, produto cuja fermentação é realizada por cultivos individuais ou mistos 

de bactérias mesofílicas produtoras de ácido láctico (BRASIL, 2007). É um produto 

ideal para o equilíbrio e balanceamento da microbiota intestinal, colaborando para 

melhor absorção do cálcio e das proteínas do leite, inibindo a ação de bactérias 

patogênicas e auxiliando na regulação intestinal. 

 

 

Figura 04 – Coalhada simbiótica formulada com leite Caprino saborizadas com maracujá. 

 

 Fonte: Autora, 2020. 
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Na Instrução Normativa 46 que diz respeito sobre o Regulamento Técnico 

para fixação de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados (BRASIL, 2007), 

entende-se por coalhada o produto oriundo da fermentação do leite, por bactérias 

específicas, mesófilas, produtoras de ácido lático. A coalhada é, portanto um leite 

fermentado, que fundamentalmente difere do iogurte pela composição, possui 

crescimento ótimo na faixa de temperatura de 18 a 35ºC, composta normalmente por 

Lactococcus lactis subsp. cremoris,  Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus 

diacetylactis, algumas vezes combinadas com Lactobacillus acidophilus. 

 O leite caprino vem sendo utilizado como matéria-prima para a formulação de 

diversos produtos lácteos fermentados, os quais necessitam da adição de bactérias 

ácido láticas para sua coagulação. Essas bactérias possuem propriedades 

probióticas  e ainda podem produzir metabólitos secundários associados à 

promoção da saúde (MILLS et al., 2011). 

As bactérias ácido láticas apresentam a característica de produzir ácido lático 

a partir de hexoses. Elas estão divididas em dois grupos, com base nos produtos 

finais do metabolismo da glicose. Aquelas que produzem ácido lático como único ou 

principal produto da fermentação da glicose são denominadas homofermentativas. 

As bactérias que produzem a mesma quantidade molar de ácido lático, dióxido de 

carbono e etanol a partir de hexoses são chamadas heterofermentativas. Estas são 

mais importantes do que as homoláticas na produção de componentes de aroma e 

sabor, tais como acetaldeído e o diacetil (LEPORANTA, 2015). 

As bactérias ácido láticas (BAL), possuem um sistema proteolítico como 

descrito na Figura 5, constituem um grupo heterogêneo de microrganismos que 

possuem capacidade de fermentar açúcares primários em ácido lático através da via 

metabólica homofermentativa ou heterofermentativa (MILLS et al., 2011), devido a 

estas propriedades metabólicas, são geralmente empregadas em alimentos 

fermentados, devido sua significante contribuição na formulação de aroma, sabor, 

textura, valor nutricional e segurança microbiológica (SETTANNI et al., 2013), tais 

como vinhos, produção de embutidos fermentados, queijos, iogurtes, entre outros 

alimentos (GONZÁLEZ et al., 2010). 
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Figura 05 – Representação simplificada do sistema proteolítico de bactérias ácido - láticas.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: SAVIJOKI et al., 2006. 

 

As BAL são relevantes para a indústria de alimentos, pois são capazes de 

produzir ácidos orgânicos, substânicas antimicrobianas e outros metabólitos a partir 

de áçucares que provocam diminuição do pH do leite, produzindo condições 

adversas aproliferação de microrganismos patogênicos, e assim promove melhoria 

nos produtos comerciais (CIZEIKIENE et al, 2013; SERTTANNI et al, 2013, MAGGI 

et al; 2013). 

Os leites fermentados probióticos são alimentos funcionais, de acordo com 

Lima et al. (2009), alimentos funcionais são aqueles capazes de garantir efeitos 

nutricionais adequados e que podem proporcionar benefícios adicionais em uma ou 

mais funções do organismo. Eles são bastante apreciados, por contribuírem com a 

nutrição básica, e ainda beneficiar a saúde, devido à presença de microrganismos 

probióticos e de metabólitos produzidos por eles durante a fermentação (ANTUNES 

et al., 2007; MOTARJENI et al., 2014).  

A possibilidade de se desenvolver uma tecnologia que envolva a adição de 

culturas probióticas para a obtenção de um produto alimentício funcional com  

textura apropriada e boas perspectivas de aceitação pelos consumidores é bastante 

promissora (FARIA; BENFDET; GUERROUE,  2006; MARUYAMA et al., 2006). O 

modo de obtenção de alguns produtos lácteos probióticos estão apresentados na 

Tabela 01. 
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Tabela 01 – Condições do processamento tecnológico para obtenção de derivados 
lácteos. 

 

Microrganismos 

 
Condições de 

Processo 

 

Tipo de 
Reator 

 

Produto 

 
Fonte 

 

Streptococcus 
thermophilus,  
Lactobacillus delbruecki 
subsp.  
Bulgaricus  
,Bifidobacterium e  
Lactobacillus 
acidophyllus 

Fermentação a T= 
42°C até atingir o 
pH 4,7 – 4,8, com 
adição de leite em 
pó, soro de leite em 
pó, açúcar e  
frutoligossacarídeos 

Bioreator em 
batelada 

Bebida láctea  
Probiótica 

THAMER e 
PENNA (2015) 

Lac. De kbruekii 
spp bulgaricus,  
Streptococcus salivarius 
spp.  
thermophillus,  
Lac. Lactis spp. lactis,  
Lac. Lactis spp. cremoris 

 

Fermentação a 
T=32°C por  
90 minutos em 
seguida fabricação 
padrão de  
queijo branco 
 

 

Bioreator em 
batelada 

 

Queijo 

 
GONCU e  
ALPKENT (2015) 

 

Streptococcus 
thermophilus, 
Lac. Acidophilus, 
Lac. delbrueckii subsp.  
bulgaricus 

 

Fermentação a 
T=42°C até o pH 
atingir a 4,7-4,8. 

 

Bioreator em 
batelada 

 

Bebida láctea 
probiótica 

 

GARCIA et al. 
(2014) 

 

Bifidobacterium animalis 
subsp. Lactis, 
Lactococcus lactis subsp. 
Cremoris, L. lactis subsp.  
Lactis, Lactococcus lactis  
subsp. Lactis biovar. 
Diacetylactis  e  
Leuconostoc 
mesentoroides subsp.  
Cremoris 

 

Fermentação a 
T= 21°C por 15 a 20 
horas, com adição de 
sacarose e  
sucralose. 

 

Bioreator em 
batelada 

 

Buttermilk 
probiótico 

 

ANTUNES et al. 
(2016) 

 

Streptococcus 
thermophilus, 
Bifidobacterium longum, 
Lac. acidophilus 
 

 

Fermentação a 
T=45°C  
até o pH atingir 4,7. 

 

Bioreator em 
batelada 

 

Iogurte 
probiótico 

 

ZACARCHENCO 
e  
MASSAGUER - 
ROIG (2016 ) 

 

Fonte: Autora, 2020. 
 

Para promover benefícios à saúde do consumidor, esses microrganismos 

devem permanecer viáveis, ativos e abundantes no produto final, durante o prazo de 

validade estipulado (RITTER, 2007). Esses probióticos podem contribuir para a 

saúde do consumidor, atuando na melhora da digestão da lactose (MEDEIROS et 

al., 2008; PARK e OH, 2010), no controle da microbiota intestinal, diminuição da 

população de patógenos pela produção de ácido acético e láctico, bacteriocinas e 

demais compostos antimicrobianos (DE VUYST e LEROY, 2007).  
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Afim de garantir um efeito contínuo, os probióticos devem ser ingeridos 

diariamente. Para serem de importância fisiológica ao consumidor, os probióticos 

necessitam alcançar populações acima de 10⁶ a 10⁷ ufc/g ou mL de bioproduto. Até 

o momento não há concordância entre os pesquisadores em relação à concentração 

mínima de probióticos para alcançar benefícios terapêuticos, pois enquanto alguns 

sugerem níveis acima de 10⁶ ufc/g ou mL como níveis satisfatórios outros estipulam 

concentrações de 10⁷ a 10⁸ ufc/g ou mL de bioproduto em toda sua vida útil 

(WEINBRECK; BODNAR; MARCO; 2010).  

Os probióticos mais utilizados envolvem os gêneros Lactobacillus e 

Bifidobacterium, entretanto leveduras, como Saccharomyces boulardii, também tem 

sido utilizadas com potencial probiótico (WEINBRECK, BODNAR, MARCO, 2010). 

Em produtos lácteos lactobacilos liberam aminoácidos e peptídeos da proteína do 

leite que estimulam o crescimento do gênero Streptococcus. O desenvolvimento do 

gênero Lactobacillus é estimulado pelo ácido fórmico e láctico liberados durante o 

crescimento do gênero Streptococcus, que reduz o pH do meio para um nível ótimo 

de crescimento do gênero Lactobacillus (OLIVEIRA, DAMIN, 2003).  

As espécies pertencentes ao gênero Lactobacillus, crescem em temperaturas 

que variam de 2 a 53°C, com valores ótimos em torno de 30 a 40° C, pH de 5,5 a 

6,2, podendo ocorrer crescimento em pH menor que 5,0. Bifidobacterium tem sua 

temperatura ótima em torno de 37 a 41°C e pH ótimo entre 6,0 a 7,0 (MACEDO et 

al., 2008). 

Além da inserção de probióticos, também é muito comum a adição de 

prebiótico, estes são compostos não digeríveis, que afetam beneficamente o 

hospedeiro, estimulando a proliferação de bactérias desejáveis no cólon como, por 

exemplo, bactérias ácido láticas (BAL) e probióticas (SAAD, 2006).  

Os prebióticos são fibras alimentares, que não são passíveis de hidrólise 

pelas enzimas do intestino humano, e classificam-se como solúveis e insolúveis, 

sendo que esta última permanece intacta por todo o trato gastrointestinal, 

favorecendo o incremento do bolo fecal e a motilidade intestinal, auxiliando no 

funcionamento do intestino (FERREIRA; CABRAL; NARDELLI, 2009).  

Dentre as fibras alimentares disponíveis no mercado, a inulina e o 

frutooligossacarídeo (FOS) são exemplos de oligossacarídeos que têm tido 

aceitação crescente, uma vez que não é digerido nem absorvido no intestino 

delgado, e consequentemente chega ao cólon como uma molécula intacta, agindo 
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como substrato fermentável para bifidobactérias e lactobacilos. Por funcionar como 

um prebiótico, o FOS está associado às melhorias nos sistemas gastrointestinal e 

imunológico (OHR, 2002). 

As Fibras inulina e FOS são reconhecidas pelos efeitos funcionais na 

diminuição dos riscos para algumas patologias (infecção intestinal, constipação, 

obesidade, câncer de cólon, entre outras). Para garantir o estímulo da multiplicação 

de bifidobactérias no cólon, doses diárias de 4 a 5 g de oligofrutose no produto com 

potencial prebiótico devem estar presentes durante todo seu prazo de validade 

(ROBERFROID, 2017). 

O hábito de consumir alimentos que contenham concentrações significantes 

de fitoquímicos e fibra alimentar é correlacionado com benefícios à saúde (FARRAR 

et al., 2008). São vários os benefícios associados às fibras solúveis, como o retardo 

do alimento na passagem intestinal, esvaziamento gástrico e absorção diminuída da 

glicose, redução do colesterol na corrente sanguínea, maior sensação de saciedade, 

além de contribuir para a redução do risco de algumas doenças crônicas não 

transmissíveis, incluindo câncer e diabetes (GALISTEO; DUARTE; ZARZUELO, 

2008).  

 

2.3 PEPTÍDEOS BIOATIVOS EM DERIVADOS LÁCTEOS  

  

Na composição do leite pode ser encontradas várias proteínas, com caráter 

antimicrobiano, estas são essenciais para os seres vivos, protegendo-os contra 

infecções (LÖNNERDAL, 2010). O Leite e seus derivados provenientes de 

processos de fermentação e transformação, são muito consumidos durante a vida 

dos seres humanos, da infância até a idade adulta (RONCADA et al., 2012).  

De acordo com Freitas et al. (2013) tem-se aumentado o interesse industrial e 

acadêmico na investigação de componentes derivados de alimentos que possam 

trazer benefícios a saúde, dentre os quais destaca-se os derivados da proteína do 

leite (SHAZLY et al., 2017); e que consequentemente podem prevenir ou mitigar a 

ocorrência e prevalência de doenças, dentre esses componentes destacam-se os 

peptídeos bioativos (TOLDRÁ et al., 2017). 

Inúmeras pesquisas são realizadas em busca de compostos bioativos, 

substâncias que fazem parte da constituição dos alimentos e que quando ingeridos 

participam de atividades regulatórias no organismo. A busca por novas fontes de 
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alimentos ou componentes com propriedades funcionais baseia-se no interesse dos 

consumidores por alimentos saudáveis e pelo interesse da indústria farmacêutica 

e/ou alimentícia de obter e caracterizá-los (GIL-CHÁVEZ et al., 2013).  

As proteínas lácteas são extraordinárias fontes de sequência de peptídeos 

com potencial para as diversas atividades biológicas (PARK et al. 2009). Já são 

comercializados produtos contendo sequencias peptídicas que atuam como 

anticancerígeno, anti-hipertensivos, que agem na ligação mineral, no aumento da 

saciedade e no alívio de sintomas do estresse (KORHONEN, 2009). Agyei et al. 

(2016) recomendam que peptídeos de origem alimentar sejam redirecionados para 

empregar como produtos comestíveis, na composição de bebidas lácteas ou suco 

de frutas. 

A utilização de peptídeos bioativos em alimentos funcionais e bebidas, tanto para 

a suplementação proteica, quanto para a utilização clínica, tem aumentado 

significativamente. Em decorrência dos benefícios específicos de peptídeos 

associados à saúde, a produção global de hidrolisados de proteína pelas indústrias 

vem aumentando consideravelmente (RAO et al., 2012). 

 Os peptídeos bioativos são sequências de aminoácidos que se encontram 

inativas e após o processo de hidrólise, ficam ativas e se tornam capazes de alterar 

as respostas fisiológicas no organismo. A composição e a sequência do aminoácido 

interferem na funcionalidade do peptídeo. O tamanho pode variar de 2 a 20 resíduos 

de aminoácidos, muitos possuem propriedades multifuncionais. Podem-se relacionar 

algumas funções para estes peptídeos, como atividade, anti-hipertensiva, 

imunomoduladora, antimicrobiana e antioxidante (PARK, 2010; PIHLANTO; 

VIRTANEN; KORHONEN, 2010; MARTÍNEZ-MARQUEDA et al., 2013).  

 Os peptídeos apresentam funções bioativas, como pode ser observado na 

Figura 06, associados a atividades antiviral, antibacteriana, antifúngica, 

antioxidantes, antitrombóticas e opióide, além de favorecer a absorção de outros 

nutrientes como vitaminas e minerais (MILLS et al., 2011).  
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Figura 06 – Funcionalidade fisiológica dos peptídeos bioativos. 

 

  

 Esses peptídeos representam moléculas de grande interesse industrial, uma 

vez que, desempenham diversas funções fisiológicas dentro do organismo. Neste 

sentido, a caseína, apresenta-se como uma importante fonte de fornecimento destes 

peptídeos, os quais podem ser liberados através do processo de digestão 

gastrointestinal, durante o processamento de alimentos, ou através da via 

proteolítica de enzimas exógenas provenientes de microrganismos ou fontes 

vegetais (BAMDAD et al., 2011).  

 A Figura 05 apresenta o sistema proteolítico de BAL nas caseínas. Estas 

proteínas são responsáveis por cerca de 80% do total de proteínas presentes no 

leite, além de significarem de 3 à 3,5% do peso seco em comparação a todos os 

constituintes deste alimento. Representando uma proteína de alta qualidade 

nutricional, a caseína também corresponde a uma fonte rica de peptídeos com 

atividades biológicas, desempenhando funções importantes no sistema nervoso, 

cardiovascular, gastrointestinal e imune (AO; LI, 2013). 

 Os peptídeos hidrolisados da caseína, com atividades biológicas, apresentam 

principalmente ação inibitória contra a enzima conversora de angiotensina, atividade 

antimicrobiana e antioxidante (BRUNO et al., 2010; WU et al., 2013).     

 Os peptídeos antimicrobianos (PAMs) são geralmente moléculas catiônicas 

que interagem com os fosfolipídios aniônicos da membrana microbiana, conferindo 

seletividade aos mesmos. Podem atuar também com a capacidade de sinergia com 

antibióticos convencionais, sendo eficientes, como agentes antimicrobianos 

(PALUMBO et al., 2010). 
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Os catiôns contém de 12 a 50 resíduos de aminoácidos. Estas moléculas 

podem retardar o crescimento de bactérias e possuem um papel importante no 

sistema de defesa de muitas espécies animais (WU et al., 2013).  São classificados 

de acordo com seu desdobramento estrutural como α-hélice, folha-β, estendido e 

alça; e caracterizados de acordo com suas propriedades físico-químicas como 

carga, hidrofobicidade, sequência e anfipaticidade (PETERS et al., 2010). Algumas 

dessas estruturas podem ser observadas na Figura 07. 

 

Figura 07 – Estruturas de peptídeos antimicrobianos  

 

 

           

           Os PAMs adotam com frequência estruturas anfipáticas, com suas 

subunidades hidrofóbicas lado a lado, as quais correspondem a mais de 50% de 

seus aminoácidos constitutivos. Dessa forma, quando catiônicos e hidrofóbicos, 

tendem a ter maior facilidade em interagir e se inserir em paredes celulares 

aniônicas ou em membranas fosfolipídicas dos microrganismos (BROWN; 

HANCOCK, 2006), como pode ser observadas na Figura 08. 

 

Fonte: ARAÚJO et. al., 2019. 
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Figura 08 - Bases moleculares da seletividade dos PAMs. 

 

          

         

          Esses peptídeos possuem sua atividade anti-microbiana relacionada com 

alteração na integridade da membrana celular através de interações eletrostáticas e 

hidrofóbicas, formando poros na membrana (HUANG; HUANG; CHEN, 2010). Este 

mecanismo pode ser observado na Figura 09. 

 

Figura 09 – Representação dos modelos propostos para os mecanismos de ação dos 

peptídeos antimicrobianos sobre membranas biológicas. 1 – Modelo do barril; 2 – Modelo do 

agragado micelar; 3 – Modelo do poro toroidal e 4 – Modelo do carpete.   

 

Fonte: CARVALHO, MACHINI, 2013. 

Fonte: MELO et al., 2009. 
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           A capacidade de diminuição ou inibição do crescimento microbiano se deve a 

variação composicional de aminoácidos, as características estruturais e físico-

químicas dos peptídeos, o que torna os mecanismos de ação dificéis de serem 

previstos e neutralizados pela defesa microbiana o que facilita a atuação dos PAMs 

sobre os diversos gêneros bacterianos (AKALIN, 2014). 

Peptídeos antibacterianos derivados de caseina de diversas espécies já foram 

criptografados na proteína original, estes peptídeos provavelmente são derivados da 

fração αs1 e κ- caseína, que apresentam atividade antimicrobiana contra diversos 

generos bacterianos (BENKERROUM, 2010).  

Os antioxidantes são substâncias capazes de inibir ou retardar a oxidação, 

atuando sob espécies reativas, impedindo sua ação (CORRÊA, 2013). A constante 

busca por antioxidantes naturais tem se estendido além das fontes tradicionais e 

vários estudos tem mostrados que peptídeos e hidrolisados de proteínas do leite 

podem possuir atividade antioxidante significativa (XUE et al., 2009).  

 O estudo de antioxidantes vem crescendo, principalmente dos relacionados 

aos alimentos, são relacionados a proteção do corpo humano contra radicais livres e 

retardar a evolução de doenças crônicas. Nos alimentos atuam reduzindo a 

oxidação lipídica  (KADRI et al., 2011). 

 Peptídeos com atividade antioxidante são capazes de inativar espécies 

reativas de oxigênio, eliminar os radicais livres, quelar metais, reduzir hidroperóxidos 

e eliminar oxidantes específicos dos alimentos. Sendo utilizados como antioxidantes 

potencialmente multifuncionais, conferindo um aumento do valor nutricional das 

dietas. Fatores como, a fonte de proteína, tipo de enzima proteolítica e do 

processamento da hidrólise, são determinantes na composição de aminoácidos, 

sequência aminoacídica e consequentemente potencial de atividade antioxidante 

(BAMDAD et al., 2011).  

Os peptídeos antioxidantes têm como mecanismo de ação a doação de um 

elétron de hidrogênio para inativação ou eliminação dos processos oxidativos e 

formação dos radicais livres evitando a ocorrência de fisiopatologias associadas ao 

estresse oxidativo ou elevando o tempo de vida útil em prateleira.  Há diversos 

antioxidantes no mercado, sendo que, os sintéticos apresentam a desvantagem, que 

estão sob legislação específica o que restringe seu uso. Em virtude disso, os 

peptídeos alimentícios com capacidade antioxidantes têm merecido destaque, uma 
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vez que, apresentam alta capacidade antioxidante, disponibilidade e segurança (GU 

et al., 2015; LIU et al., 2015; MARQUES et al., 2015).  

 Os processos metabólicos do organismo sintetizam diversos radicais livres e 

algumas espécies reativas de oxigênio (ERO) e de nitrogênio (ERN), o que ocasiona 

uma sobrecarga no sistema de defesa à oxidação enzimática ou não enzimática, 

implicando na ocorrência ou iniciação de diversas patologias crônicas associadas, 

doenças cardiovasculares, neoplasias, diabetes mellitus, doenças oculares e 

distúrbios neurodegenerativos, ou na progressão das mesmas (KETNAWA et al., 

2016; HARNEDY; O‘KEEFFE; FITZGERALD, 2017). 

 Esse estresse oxidativo decorrente das ERO e ERN advém tanto do ambiente 

endógeno quanto do exógeno, podendo atuar em macromoléculas importantes, 

como o DNA, o RNA e outras moléculas como as proteínas e os lipídeos (oxidação 

lipídica em alimentos). Todavia, os impactos nos ácidos nucléicos apresentam maior 

importância biológica, uma vez que podem gerar desordem nas bases nitrogenadas 

e consequente mutação gênica (BARREIROS; DAVID, 2006; ZHANG et al., 2010; 

ZHUANG et al., 2013; KETNAWA et al., 2016).  

 Os peptídeos bioativos antioxidantes atuam na inibição das reações 

oxidativas levando a proteção da célula contra a ação destrutiva dos radicais livres 

(ERO e ERN), bem como no aumento da vida de prateleira de produtos alimentícios 

devido a inibição da peroxidação lipídica e de algumas reações que levam a 

deterioração de alimentos (SHANMUGAM et al., 2015; ZAMBROWICZ et al., 2015) , 

o que gera grande impacto econômico (BARREIROS et al., 2006; LOBO et al., 

2010). 

 O potencial antioxidante pode ser avaliado em laboratório considerando a 

eliminação de radicais como por exemplo o radical hidroxila (ZHU et al., 2006), 

superóxido (BAMBAD et al., 2017), superóxido por eliminação do radical DPPH (2,2- 

difenil-1-picril-hidrazil) (DUAN et al., 2016) e ABTS (2,2′-Azino-bis(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2005), bem 

como a quelação de íons metálicos como cobre, zinco ferro e cálcio (SAIGA et al., 

2005; SÁNCHEZ-VIOQUE et al., 2012). 

 O desenvolvimento de novos produtos com propriedades bioativas é 

relevante, tendo em vista, o conhecimento sobre os peptídeos bioativos e as 

características nutricionais do leite caprino. 
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4 – OBJETIVOS 

 

4.1 Geral 

Desenvolver uma coalhada com potencial simbiótico formulada com leite caprino e 

polpa de maracujá (Passiflora edulis) e avaliar a bioatividade de seus extratos 

peptídicos. 

  

4.2. Objetivos específicos 

  Desenvolver coalhadas a base de leite de cabra fermentadas por probióticos 

e com adição de frutooligossacarídeos; 

 Caracterizar por análises físico-químicas as coalhadas formuladas; 

 Analisar o padrão microbiológico e sensorial das coalhadas formuladas; 

 Identificar o perfil de peptídeos solúveis das coalhadas formuladas; 

 Avaliar a capacidade antioxidante e antimicrobiana dos peptídeos solúveis 

extraídos; 
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RESUMO 

O consumo elevado de produtos lácteos é benéfico para a manutenção da saúde. 
Esse efeito é atribuído, em parte, às bactérias ácido-lácticas, que são capazes de 
transformar o leite em alimento funcional. O presente estudo teve como objetivo 
avaliar a estabilidade comercial e aceitabilidade sensorial de coalhada com potencial 
simbiótico formulada com leite caprino sabor maracujá (Passiflora Edulis). Para 
elaboração das coalhadas foi avaliada a influência da quantidade de 
frutooligossacarídeo sobre os atributos sensoriais aroma, cor, textura, sabor e 
avaliação global na elaboração de coalhada simbiótica sabor maracujá. Antes da 
realização das análises sensoriais, as coalhadas foram submetidas a análises 
microbiológicas para atestar a qualidade higiênica sanitária, assim como foram 
realizadas análises físico-químicas: pH, acidez total titulável, proteínas, 
lipídeos,açúcares, umidade e minerais. Para as formulações avaliadas houve 
estabilidade desses parâmetros analisados, ao longo do armazenamento, ocorrendo 
pequenas variações nos teores de umidade, cinzas, acidez, pH, e açúcares totais. 
Considerando o padrão para coliformes a 30°C e 45ºC e bolores e leveduras, 
durante o período de armazenamento de 28 dias, não se verificou contaminação 
para estes grupos, em todas as amostras analisadas e nos tempos avaliados. 
Exibindo também uma avaliação microbiológica de qualidade, as contagens de 
bactérias com potencial probiótico apresentaram valores de 108 – 1013. 
Apresentaram boa aceitação sensorial em relação a todos os atributos analisados. A 
partir dos resultados obtidos neste estudo pode-se concluir que as coalhadas se 
mantiveram estáveis ao longo dos 28 dias de estocagem Tornando as coalhadas 
produtos com potencial de mercado e agentes promotores de benefícios para a 
saúde de seus consumidores. 
 
Palavra-chave: Fermentação, análise sensorial, produtos lácteos 
 

1 - INTRODUÇÃO 

 

A produção de leite e derivados no Brasil é considerada uma atividade 

importante na geração de renda, tributos e empregos, além do suprimento de 

alimentos. A criação de cabras leiteiras vem crescendo, pela geração de diferentes 

alimentos e renda para os pequenos produtores. Este tipo de leite em comparação 
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com o de vaca possui menores micelas de caseína e glóbulos de gordura, maior 

quantidade de vitaminas A e B, e maior proporção de ácidos graxos de cadeia curta 

e média, o que o torna matéria prima interessante para produção de derivados 

lácteos (CATUNDA et al., 2016). 

Os produtos lácteos bastante utilizados pela população brasileira, em 2016 

tiveram uma produção total de 485.000 toneladas, em especial os queijos e 

coalhadas, apresentaram um total de 2.553 toneladas exportadas e 27.460 

importadas (FAO, 2016). 

Derivados lácteos, especialmente leites fermentados, obtiveram grande 

aumento de produção e comercialização em todo mundo, devido a maior aceitação 

pelo consumidor. Fato este confirmado por Alvim et al. (2016) ao verificar a 

importância relativa do produto lácteo no contexto do agronegócio nacional que 

observou o aumento de produção desses produtos de 248% contra 78% de todos os 

outros segmentos.   

O consumo elevado de produtos lácteos é benéfico para a manutenção da 

saúde. Esse efeito é atribuído, em parte, às bactérias ácido-láticas, estas são 

dotadas de propriedades benéficas (ALVES et al., 2009), como também as  

probióticas, tais como Bifidobacterium e Lactobacillus, têm sido incorporadas à leites 

fermentados a fim de atribuir a esses produtos qualidades de alimento funcional 

(SAAD, 2016).   

Esses produtos que são classificados como alimentos funcionais representam 

grande área de estudo em todo o mundo e um mercado promissor. O volume de 

vendas global de alimentos funcionais foi de 90 bilhões de dólares em 2013 e 120 

bilhões em 2016 (SAAD, 2016). De acordo com estimativas, o mercado brasileiro de 

produtos funcionais cresce cerca de 20% ao ano (GALLINA, 2017). 

Dentre os diversos alimentos funcionais encontrados no mercado, há um 

importante leite fermentado consumido no Brasil que é a coalhada, oriunda da 

fermentação do leite, por bactérias específicas, individuais ou mistas, mesófilas, 

produtoras de ácido lático (BRASIL, 2007). No passado quase que totalmente 

fabricada artesanalmente, vem ganhando espaço na indústria e no paladar dos 

consumidores (LINDNER; PANDEY; THOMAZ-SOCCOL, 2010).  

 A coalhada é, um leite fermentado, que fundamentalmente difere do iogurte 

pela microbiota que a compõe, possuindo crescimento ótimo na faixa de temperatura 

de 18 a 35ºC, composta normalmente por Lactococcus lactis subsp. cremoris,  
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Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus diacetylactis, algumas vezes 

combinadas com Lactobacillus acidophilus (BRASIL, 2007). 

A saborização desses produtos com frutas é bastante utilizada no Brasil, e 

como o maracujá (Passiflora edulis) é um dos frutos mais consumidos, destacando 

esse país como principal produtor do fruto, com cerca de 90% da produção mundial, 

podendo ser consumido in natura ou industrializado e tem excelente aceitação entre 

os consumidores (IBGE, 2011).   

Diante do exposto a presente pesquisa teve como objetivo avaliar a 

estabilidade comercial e aceitabilidade sensorial de coalhada com potencial 

simbiótico formulada com leite caprino sabor maracujá (Passiflora Edulis). 

 

2 - MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Obtenção e preparo do material 

 

Foram utilizados frutos de maracujá (Passiflora edulis); açúcar cristal refinado 

(União); leite caprino UHT (Caprilat); provenientes do comércio local na cidade do 

Recife-PE; cultura probiótica (Docina®) com cepas probióticas de Lactococcus lactis 

subsp. cremoris,  Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus diacetylactis na 

proporção de 1:1, cultura starter (Bio-Rich®) com cepas de Bifidobacterium Bb 12, 

Lactobacillus acidophilus  e Streptococus thermophilus e frutoligossacarídeo (FOS) 

(Invictus Pharma®). Para obtenção da polpa de maracujá, foram seguidas as 

etapas: seleção, lavagem com água corrente, sanitização com solução de água 

clorada a 20ppm, despolpamento, e pesagem.  

 

2.2 Elaboração das coalhadas sabor maracujá 

 

As formulações foram desenvolvidas no laboratório de tecnologia de bioativos 

(LABTECBIO) de acordo com as etapas descritas na Figura 1. 
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Figura 01: Fluxograma de elaboração para Coalhadas simbióticas sabor maracujá. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As culturas microbianas foram preparadas a partir de bactérias liofilizadas. 

Duas culturas concentradas para inoculação direta foram utilizadas: uma cultura 

starter contendo Lactococcus lactis subsp. cremoris,  Lactococcus lactis subsp. 

lactis, Lactococcus diacetylactis (Docina®) e outra contendo os microrganismos 

probióticos Bifidobacterium Bb 12, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus 

acidophilus LA-5 (Bio-Rich®). 

Para preparo da cultura starter, um grama de cada cultura (contendo 1,0 x 

106UFC g-1 de cada um dos quatro microrganismos) foi inoculado em 1000 ml de 

leite de cabra UHT desnatado. 

Foram desenvolvidas duas formulações, Formulação 1 (F1) com 8g de 

frutooligossacarídeo – FOS/ 1000 ml de leite caprino e a formulação 2 (F2) com 16g 

de frutooligossacarídeo - FOS/ 1000 ml caprino, após a fermentação, estas foram 

mantidas em refrigeração a 4°C, para posteriormente serem submetidas à análises 

microbiológicas, avaliação sensorial, determinação do pH e acidez.  

 

2.3 – Análises microbiológicas 

Antes da realização das análises sensoriais e físico-químicas, as coalhadas 

foram submetidas a análises microbiológicas para atestar a qualidade higiênica 

sanitária. Para determinação de Coliformes totais, Escherichia coli, bolores e 

leveduras, Staphylococcus aureus, foi realizado o método rápido com a utilização de 

placas Petrifilm com meios de cultura seletivos (AOAC, 2003). 

Inoculação da cultura starter e cultura 
probiótica (2%) 

Adição de Polpa 5%, açúcar 10% e FOS 
(0.8 ou 1,6%) ao leite de cabra 

Incubação em temperatura controlada 
33°C ± 1ºC até atingir pH 4,6 ± 0,1 

Armazenamento sob refrigeração a 
4°C±1ºC 

Leite UHT aquecido a 33°C ± 1ºC 
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Para enumeração de Lactobacillus sp.(Lactobacillus delbruekii subsp. 

bulgaricus e Lactobacillus acidophilus LA-5), Streptococcus salivarius subsp. 

thermophilus e Bifidobacterium Bb 12 foi utilizado o meio de cultura formulado Agar 

HHD (homofermentative heterofermentative differencial médium) por plaqueamento 

em superfície, com incubação em estufa com temperatura controlada de 37ºC ± 1ºC 

por 72hs ± 2hs em anaerobiose (AOAC, 1995). Neste meio as colônias eram 

identificadas por diferenças na morfologia e coloração das colônias, onde as 

colônias de Lactobacillus sp. apresentavam-se grandes com centro azul e 

circunferência branca, as de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 

apresentavam-se como colônias azuis e as de Bifidobacterium Bb 12 apresentavam-

se como colônias brancas.   

Essas análises foram realizadas, em triplicata, com quatro repetições, de 

acordo com metodologia descrita por MAPA (BRASIL, 2003; BRASIL, 2005, AOAC, 

2002). 

 

2.4 - Análises fisico-químicas  

Nas coalhadas, foram realizadas análises físico-químicas: pH, acidez total 

titulável, proteínas (método de Kjeldahl), lipídeos (método de Gerber), açúcares, 

umidade (método termogravimétrico em estufa a 105ºC) e cinzas (método 

termogravimétrico em mufla a 550ºC) (AOAC 2002).  

 

2.5 - Vida de prateleira da coalhada 

 Para avaliar a vida de prateleira da coalhada, no período de 28 dias a 4ºC, 

foram analisados a acidez  titulável  (g / L) e o pH de todas as amostras. O pH foi 

medido usando um analisador de pH (Hanna Instruments Inc., modelo HI 2210, 

Woonsocket, RI, EUA). A acidez foi determinada e expressa em gramas de ácido 

láctico por litro de produto. 

 

2.6 - Avaliação sensorial das formulações 

Para realização da análise sensorial o projeto foi aprovado pelo comitê de 

ética em pesquisa da Universidade de Pernambuco (UPE), nº do CAAE: 

01091618.2.0000.5207 e nº do parecer: 3.277.246 (Anexo 1). 

As formulações de coalhadas foram avaliadas no laboratório de análise 

sensorial de alimentos no Centro Universitário Maurício de Nassau (UNINASSAU), 
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por 78 provadores, não treinados, de ambos os sexos, maiores de 18 anos e que 

apreciavam coalhada. Quanto aos provadores (n = 78; 46 mulheres – 59%, 32 

homens – 41%), com idade variando de 18 a 43 anos. 

Foi utilizado teste de aceitação com escala hedônica estruturada de 9 pontos, 

onde 9 representa ―gostei muitíssimo‖ e 1 ―desgostei muitíssimo‖ (Minim, 2006). Os 

atributos avaliados foram aroma, cor, textura, sabor e avaliação global.  

Os provadores receberam aproximadamente 40 mL de cada amostra com 

temperatura entre 4 - 8ºC em potes de polietileno com capacidade para 50 mL, 

codificados com números aleatórios de três dígitos, acompanhadas de água e 

bolacha para limpeza do palato, a avaliação sensorial foi realizada em cabines 

individuais com luz branca artificial, como pode ser observado na figura 02. 

 

Figura 02 – Análise sensorial de coalhadas caprinas simbióticas sabor maracujá. 

 

 

 

 

 

 

A análise sobre intenção de compra foi realizada utilizando a escala de 5 

pontos (1 - jamais compraria a 5 - compraria ). 

Calculou-se o índice de aceitabilidade (IA) para cada um dos atributos 

avaliados de acordo com Teixeira; Meinert; Barbetta (1987). 

(Equação 1): IA (%) = Y x 100/Z   

Onde: Y = nota média obtida para o produto; Z= Nota máxima obtida 

 

2.7 - Métodos estatísticos 

Os dados foram avaliados pela ANOVA, utilizando-se teste de Duncan para 

comparação de médias a 5% de significância. Resultados das análises sensoriais e 

físico químicas foram realizadas de acordo com programa computacional Statistica 

for Windows 7.0 (STATSOFT, 2004), adotando-se nível de significância de 5% de 

probabilidade. 

 

3 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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3.1 Análises físico-químicas 

Os resultados das análises físico-químicas estão apresentados na Tabela 01. 

Tabela 1. Análises físico-químicas de coalhadas Caprinas sabor maracujá durante 1º ao  28º dias 

de estocagem refrigerada. 

 

Com 8g de FOS/1000 ml de leite integral (Ensaio 1) e 16g de FOS/1000 ml de leite integral (Ensaio 2) 

Medias seguidas de letras iguais maiúsculas na horizontal, no mesmo dia, não diferem 

significativamente (p≥0,05) pelo teste ―t‖ de student. Medias seguidas de letras minúsculas iguais, na 

horizontal, no mesmo ensaio, não diferem significativamente (p≥0,05), pelo teste de Duncan. 

 

 

 

Analise

s físico-

química

s  

1º Dia 7º Dia 14º Dia 21º Dia 28ºDia 

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 1 Ensaio 2 

Umidad

e (%) 

13,40±0,

03Ab 

 

12,41±0,

25Bc 

13,46±0,

01Ab 

13,17±0,

01Bb 

13,67±0,

17Ab 

13,33±0,

02Ab 

14,23±0,

16Aa 

14,00±0,

00Aa 

14,38±0,

09Aa 

14,02±0,

01Ba 

Cinzas 

(g/100g

) 

0,75±0,0

3Aa 

 

0,71±0,0

1Ac 

0,76±0,0

1Aa 

0,750±0,

01Ab 

0,77±0,0

1Aa 

0,785±0,

01Aa 

0,740±0,

01Aa 

0,780±0,

00Aa 

0,765±0,

02Aa 

0,78±0,0

14Aa 

Proteín

as 

(g/100g

) 

3,10±0,1

4Aa 

 

3,10±0,1

4Aa 

3,22±0,0

8Aa 

3,17±0,0

5Aa 

3,06±0,0

8Aa 

3,23±0,0

4Aa 

3,10±0,1

41Aa 

3,10±0,1

4Aa 

3,23±0,0

1Aa 

3,10±0,1

4Aa 

Lipídios 

(g/100g

) 

2,25±0,0

7Aa 

 

2,70±0,1

4Aa 

2,35±0,0

7Aa 

2,55±0,0

7Aa 

2,40±0,1

4Aa 

2,35±0,0

7Ab 

2,30±0,0

Ba 

2,55±0,0

7Aa 

2,25±0,0

7Aa 

2,55±0,0

7Aa 

pH 4,75±0,0

14Aa 

 

4,76±0,0

1Aa 

4,67±0,0

1Ab 

4,56±0,0

2Bb 

4,62±0,0

2Acb 

4,43±0,0

4Bc 

4,58±0,0

2Adc 

4,54±0,0

1Ab 

4,55±0,0

3Ad 

4,39±0,0

6Ac 

Acidez 

Tituláve

l (g de 

ácido 

láctico/

100g) 

0,73±0,0

2Ac 

0,69±0,0

00Ac 

0,71±0,0

1Bc 

0,79±0,0

2Ab 

0,82±0,0

1Ab 

0,87±0,0

1Aa 

0,84±0,0

1Aab 

0,87±0,0

1Aa 

0,86±0,0

1Aa 

0,90±0,0

2Aa 

Açúcar

es 

Totais 

(g/100g

) 

11,23±0,

18Ac 

10,10±0,

14Bd 

11,01±0,

07Ac 

10,96±0,

13Ac 

12,15±0,

07Ab 

11,25±0,

35Abc 

12,70±0,

14Aa 

11,75±0,

21Bab 

12,70±0,

0Aa 

11,85±0,

07Ba 
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Para as formulações avaliadas houve estabilidade dos parâmetros 

analisados, ao longo do armazenamento, ocorrendo variações nos teores de 

umidade, cinzas, acidez, pH, e açúcares totais (Tabela 1), cujos valores estão 

compatíveis com os estabelecidos pela legislação brasileira vigente (BRASIL, 2007). 

  Em relação ao percentual de umidade (Tabela 1), a formulação 1 não 

apresentou diferença estatística até o 14°dia, apresentando pequeno aumento a 

partir do 21° ao 28° dia. A formulação 2 apresentou diferença estatística, com 

aumento do teor de umidade, a partir do 7° dia de estocagem até o 28°dia. Ocorreu 

diferença estatística entre os ensaios analisados apenas no primeiro dia de 

armazenamento.  

Os valores de umidade encontram-se próximos aos encontrados na literatura, 

sendo que Souza et al. (2011) em estudo do rendimento de coalhadas em diferentes 

tempos de processamento, encontrou um teor de umidade de 24,84%. Conforme o 

regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Produtos Lácteos, Portaria n° 

146 de 07/03/97 (BRASIL, 1997), os produtos lácteos de baixa umidade, devem 

apresentar teor de até 35,9%, neste trabalho os valores de umidade variaram de 

13,4 a 14,38% para o ensaio 1 e de 12,4% a 14% para o ensaio 2, valores estes 

adequados com os preconizados pela legislação. 

Com relação às cinzas, na formulação 1 não houve diferença estatística em 

todo o período de estocagem. Na formulação 2 apresentou um aumento significativo 

entre o 1° e o 14º dia (0,71 e 0,78), porém no 14º ao 28° (0,78 ao longo dos dias) 

não ocorreu diferença significante. 

Não houve variação dos teores de cinzas entre as formulações nos dias 

avaliados (Tabela 1). Thamer; Penna (2016) verificaram em bebidas lácteas 

funcionais simbióticas valores para cinzas de 0,53 a 0,61%, entre as amostras 

analisadas, não obtendo variação ao longo do período de estocagem de 21 dias. 

Valores semelhantes a este trabalho foram encontrados por Marinho et al 

2012 ao avaliar o teor de cinzas em amostras de iogurtes formulados com leite 

caprino saborizados com umbu, verificou-se que o maior teor de cinzas foi dos 

iogurtes com 15% de polpa, com o valor de 0,64%, durante o período de estocagem 

de 28 dias. 

Durante 28 dias de estocagem, os lipídios variaram de 2,25 a 2,40g/100g para 

o ensaio 1 e 2,35 a 2,70g/100g para a formulação 2 (Tabela 1), valores estes 

adequados ao estabelecido pela resolução n°5 de 13 de novembro de 2000 
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(BRASIL, 2000). Esses valores foram inferiores aos relatados por Pereira et al. 

(2019) na caracterização de iogurte de leite de cabra acrescido com polpa de uva, 

cujo valor encontrado foi de 3,9%.  

Provavelmente pelo processo de fermentação da coalhada, que como 

verificado com outros tipos de leite, reduz o teor de gordura (Souza, et.al. 2011). 

 Houve diferença estatística entre as formulações para o teor de lipídeos 

analisados no 21º dia. De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e 

Qualidade de Leites Fermentados, os leites fermentados são classificados em: com 

creme, integral, semidesnatado e desnatado, onde os teores de gordura deverão ser 

de no mínimo 6%, entre 5,9 e 3,0%, entre 2,9 e 0,6% e no máximo 0,5%, 

respectivamente. Em relação ao teor de lipídios as coalhadas podem ser 

classificadas como semi-desnatadas segundo a legislação vigente (BRASIL, 2007). 

Para os leites fermentados com agregados, açucarados e/ou saborizados, 

estes podem apresentar conteúdo de proteínas inferiores a 2,9% (Brasil, 2000), os 

valores médios encontrados são considerados satisfatórios para o produto, todos 

acima de 3%. Não ocorreram diferenças significativas para essa análise, tanto 

durante o período de estocagem em ambas formulações, como também entre as 

formulações analisadas no mesmo dia de armazenamento (Tabela 1). 

A formulação 2 apresentou um aumento de açucares totais a partir do 7º dia 

ao longo do armazenamento, enquanto para a formulação 1 este aumento foi 

observado a partir do 14º dia. Rodas et al. (2011) em estudo de caracterização de 

iogurte com frutas, obtiveram valores médios entre as diferentes marcas de 13% 

para açúcares totais. Segundo a legislação vigente (Brasil, 2007) os valores de 

açúcares totais devem estar em torno de 10 a 14%, valores semelhantes aos 

encontrados neste trabalho.  

 

3.2 Avaliação microbiológica 

Considerando o padrão para coliformes a 30°C e 45ºC e bolores e leveduras, 

durante o período de armazenamento, não se verificou contaminação para estes 

grupos, em todas as amostras analisadas e nos tempos avaliados. Quanto às 

análises de Escherichia coli e Staphylococcus aureus, também não foi detectada 

presença destes microrganismos durante o período de estocagem. A presença de 

microrganismos indicadores de qualidade superior aos limites estabelecidos na 

legislação fornece informações sobre condições higiênico-sanitárias deficientes, 
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multiplicação no produto em decorrência de falhas no processamento e/ou 

estocagem e matéria prima com contaminação excessiva (TEBALDI et al., 2007).  

Desta forma, pode-se evidenciar boas práticas de fabricação, qualidade da 

matéria-prima utilizada e condições adequadas de armazenamento para as 

coalhadas elaboradas estando de acordo com os padrões da legislação em vigor 

(BRASIL, 2000). 

 Neste estudo, a contagem de microrganismos para as duas formulações 

avaliadas apresentaram resultado elevados para produtos funcionais. De acordo 

com a determinação de células viáveis de Lactobacillus acidophillus, Bifidobacterium 

Bifidum e streptococcus thermophilus as formulações demonstraram crescimento a 

partir do 1º dia de estocagem com aumento no crescimento a partir do 7º dia com 

posterior manutenção das células viáveis no 21º e 28º dias de armazenamento 

(Tabela 2).  

 

Tabela 2 – Contagem de Células viáveis de Lactobacillus acidophillus, 

Streptococcus thermophilus e Bifidobacterium bifidum (UFC/ml) em coalhada 

refrigerada (4ºC) sabor maracujá durante o período de 28 dias de estocagem. 

Período de 

estocagem 

(dias) 

Lactobacillus 

acidophilus 

(UFC/mL) 

Streptococcus 

thermophilus  

(UFC/mL) 

Bifidobacterium 

Bifidum 

(UFC/mL) 

 F1 F2 F1 F2 F1 F2 

1 1011 1011
 1011

 1011
 108 109 

7 1012 1013 1012 1011 109
 109

 

14 1013 1012
 1012

 1012
 109

 109
 

21 1012
 1012

 1011
 1011

 108
 108

 

28 1012
 1012

 1011
 1011

 108
 108

 

* Com 8g (F1) e 16g (F 2) de frutooligossacarídeos (FOS) 

 

A contagem de Lactobacillus acidophillus e streptococcus thermophilus foi de 

1012UFC/mL e 1011UFC/mL, respectivamente. Para Bifidobacterium Bifidum a 

contagem foi de 109UFC/mL (Tabela 2).  

Durante o tempo de estocagem, como pode ser visto na Tabela 2, as 

contagens de Bifidobacterium spp. foram constantes. Possivelmente devido os 

produtos apresentarem substrato suficiente para a viabilidade destes 
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microrganismos, o que pode ser atribuído a presença de FOS às coalhadas 

(CAPELA; HAY; SHAH, 2016).  

Souza et al (2019) relataram que a viabilidade de Lactobacillus sp em iorgute 

caprino saborizado com manga foi melhor na presença de inulina. Neste contexto, 

pesquisas avaliaram a viabilidade de duas espécies de Bifidobactérias (B. longum e  

B. animalis) adicionadas ao iogurte, com e sem FOS, durante 28 dias a 4 ºC. 

Constatou-se que a viabilidade foi afetada pelo tipo de espécie de microrganismo e 

pela presença de FOS, sendo que a espécie B. animalis apresentou melhor 

estabilidade em relação a B. longum, e o maior número de bifidobactérias foi obtido 

com a adição de FOS (BUDDINGTON, et al., 2006). 

 Outro trabalho avaliou o efeito dos prebióticos inulina e frutooligossacarídeo 

sobre a viabilidade dos microrganismos probióticos em iogurte e concluiu que a 

adição de 1,5% desses prebióticos possibilitou melhor manutenção da viabilidade 

(de 107 a 108 UFC/mL) durante 4 semanas de estocagem a 4 ºC (CAPELA; HAY; 

SHAH, 2016). Neste trabalho foi observado também o efeito bifidogênico do FOS 

sobre o produto, garantindo a viabilidade das bifidobactérias durante o período de 

estocagem. 

De acordo com os resultados obtidos fica evidenciado o provável efeito 

prebiótico da fibra empregada (FOS), sobre a manutenção ou a viabilidade das 

bifidobactérias nas coalhadas durante o período de 28 dias de estocagem 

refrigerada. Este resultado corrobora com os dados obtidos por Souza et al. (2019), 

onde foram avaliadas as contagens de bifidobactérias em iorgutes caprinos 

saborizados com manga, com e sem a adição de inulina. No iorgute adicionado de 

inulina a contagem de bifidobactérias se manteve constante (108 UFC/mL) ao longo 

de 30 dias de estocagem refrigerada (4-6 ºC), já no iogurte sem a presença de 

inulina houve um decréscimo de um ciclo logarítmico após 21 dias de estocagem.  

As contagens observadas para os microrganismos probióticos reforçam que 

as formulações avaliadas são favoráveis à promoção de efeitos terapêuticos à saúde 

do consumidor. Além disso, as bactérias láticas presentes no fermento utilizado 

contribuíram para os aspectos tecnológicos das formulações elaboradas. 

 

3.3 - Vida de prateleira da coalhada 
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Os valores de pH e acidez titulável das coalhadas caprinas com potencial 

simbiótico durante os 28 dias de armazenamento a 4 ° C são mostrados na Tabela 

01. O pH e a acidez média na coalhada foram de 4,5 ±0,1 e 0,79 ± 0,01 g de ácido 

láctico/100g, respectivamente. Os resultados mostram que o pH diminuiu (4,4) e a 

acidez aumentou (0,86 g de ácido láctico/ 100g) como esperado, pela produção de 

ácido realizada por bactérias ácido-laticas durante o armazenamento por 28 dias a 4 

° C. 

Para os valores de pH e acidez houve diferença significativa entre os ensaios 

durante os tempos avaliados, demonstrando discreto decréscimo do pH e aumento 

da acidez (Tabela 1). 

Os produtos lácteos estão sujeitos ao decréscimo de pH e aumento da acidez 

durante a estocagem refrigerada, devido à  persistente atividade das bactérias 

durante a estocagem do produto (GALINA et al. 2017). Em estudos com iogurtes 

desnatados com leite caprino adicionados de prebiótico também foi encontrado 

redução de pH e aumento de acidez nas amostras analisadas (RAMCHANDRAN; 

SHAH, 2010).  

Segundo Silva et al. (2012), a faixa ideal de acidez para produtos lácteos 

fermentados deve ser entre 0,7 a 0,9%, sendo que os valores mais comuns 

encontram-se na faixa entre 0,7 e 1,25%.  No presente trabalho os resultados das 

analises de acidez apresentaram-se dentro deste intervalo.  

 

3.4 Avaliação sensorial 

De acordo com a Tabela 3 observa-se que o ensaio dois, com 16g de 

FOS/1000 ml de leite, apresentou maior nota em todos os atributos sensoriais, 

variando de 6,73 – 7,44 .  Souza et al. (2011), em estudo com queijo de coalho de 

cabra condimentado com cumaru, obtiveram valores semelhantes aos do presente 

estudo para o teste de aceitação (6,93 – 7,23).  

Todos os atributos diferiram estatisticamente em relação às duas 

formulações, apenas o atributo textura não apresentou diferença estatística, o que 

pode ter relação com a adição de FOS, o que alteraria as características sensoriais 

do produto.  

 

 

 



57 
 

Tabela 3.  Análise sensorial  para coalhadas caprinas sabor maracujá. 

Formulações FOS 

(%) 

Aparência Aroma Cor Sabor Textura Avaliação 

Global 

1 8 6,59±1,78a 6,47±1,78a 6,90±1,59a 5,79±2,39a 6,33±1,91a 5,99±2,09a 

        
2 16 7,17±1,57b 7,00±1,52b 7,44±1,43b 6,73±1,74b 6,83±1,77a 6,83±1,56a 
        

*Médias seguidas de letras iguais na vertical não diferem significativamente ao nível de 5% pelo teste de Duncan. 
 

 

Na figura 3 observa-se que o ensaio dois apresentou maior percentual 

(23,58%) dos provadores para o critério de avaliação ―certamente compraria‖.  

Somando os critérios certamente e provavelmente compraria, as coalhadas 

possuem um percentual de 52,83%, ou seja, mais da metade dos provadores 

comprariam o produto se este fosse colocado a venda no mercado. E apenas 1,89% 

não compraria o produto analisado. 

 
Figura 3. Percentual das notas obtidas na intenção de compra, na análise sensorial 
de coalhadas caprinas sabor maracujá. F1- Coalhada simbiótica com 8g de FOS/1000 

ml de leite; F2- Coalhada simbiótica com 16g de FOS/1000 ml de leite. 

 

 

 

Para que um produto seja considerado aceito, em termos de suas 

propriedades sensoriais, é necessário que obtenha um índice de aceitabilidade de 

no mínimo 70% (TEIXEIRA; MEINERT; BARBETA, 1987). Nesta pesquisa verificou-

se que as formulações ficaram próximas a aceitação (Figura 4), porém o ensaio que 

apresentou maior índice de aceitabilidade foi o ensaio 2, com 62,62% de impressão 
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global. Este resultado corrobora com o estudo de Silva et al. (2017), no qual 

observaram que 68% dos julgadores afirmaram que comprariam o queijo de coalho 

de cabra condimentado com cachaça.  

Para Garcia; Travassos (2012), o leite de cabra apresenta características 

sensoriais peculiares, sobretudo nos atributos cor, sabor e aroma, as quais podem 

comprometer a aceitabilidade dos produtos. Segundo Garcia et al. (2008), esse 

comportamento pode ser explicado pelo fato dos julgadores estarem habituados a 

consumir produtos elaborados com leite de vaca. 

Segundo Guiné et al. (2015), os queijos e leites fermentados obtidos a partir 

de leite de cabra apresentam um desenvolvimento de aromas mais intenso e mais 

completo, bem como uma textura mais macia, resultante da extensão da proteólise, 

que origina peptídeos e aminoácidos, os quais influenciam consideravelmente as 

características sensoriais do produto.  

 
Figura 4: Índice de Aceitabilidade de formulações de Coalhadas caprinas simbióticas sabor 
maracujá submetidas à análise sensorial, F1- Coalhada simbiótica com 8g de FOS/1000 ml 
de leite; F2- Coalhada simbiótica com 16g de FOS/1000 ml de leite. 

 

Dentre os atributos analisados, as notas mais baixas foram relacionados ao 

atributo sabor (F1 45,79%/ F2 57,01%). Estes resultados corroboram com a 

literatura que evidencia que os atributos sensoriais decisivos para não comprar leite 

de cabra e derivados, são o aroma e o sabor (COSTA et al., 2013, COSTA et al., 

2014; COSTA et al., 2015).  

Segundo Garcia et al. (2008), em análise sensorial de produtos elaborados 

com leite caprino utilizando uma sequência de amostras e avaliadas por escala 
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hedônica estruturada de nove pontos, os provadores perceberam diferença no 

aroma e no sabor dos produtos apresentados. 

 

4 - CONCLUSÃO 

 
As coalhadas são consideradas semidesnatadas, os parâmetros físico-químicos 

e microbiológicos estão de acordo com a legislação vigente do ministério da 

agricultura. A contagem de bactérias périas pobióticas estão elevadas para os 

parâmetros de alimentos funcionais tanto para amostras com 8 e 16g de FOS. 

Quanto a qualidade sensorial foram considadas boas e com boa intenção de 

compra, principalmente a coalhada com maior teor de FOS. Desta forma as 

coalhadas caprinas, possuem viabilidade para comercialização, tanto do ponto de 

vista sensorial, quanto nutricional,  sendo um produto importante para diversificação 

e valor nutritivo para seus consumidores. 
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RESUMO 
 
 
Os derivados lácteos possuem importância no mercado mundial, pois o seu 
processo de fabricação envolve adição de bactérias ácido lácticas, que são 
estudadas pelas suas características probióticas e produtoras de metabólitos 
secundários, como os peptídeos, associadas com efeitos benéficos a saúde. Dentre 
os diversos produtos estudados, a extração de peptídeos bioativos e sua utilização a 
partir de coalhadas é fruto da proteólise do leite por meio da fermentação. Assim o 
objetivo desse trabalho é de identificar os peptídeos bioativos extraídos de coalhada 
simbiótica formulada com leite caprino e avaliar a atividade antimicrobiana e 
antioxidante. Os extratos de peptídeos solúveis em água foram preparados a partir 
de amostras de coalhadas simbióticas produzidas com leite caprino e em seguida 
analisados quanto ao perfil peptídico usando técnica de espectrometria de massas 
do tipo Maldi ToF. A partir destes foram analisadas as atividades antimicrobianas e 
antioxidantes. Na coalhada foi possível detectar peptídeos de aproximadamente 
(550 - 4027 Da). A partir desse EPS também foi possível detectar a capacidade de 
inibir o crescimento de bactérias patogênicas (Escherichia coli ATCC 25922, 
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Listeria monocytogenes ATCC 19117 e 
Staphylococcus aureus ATCC 6538)  assim como evidenciar a taxa de atividade 
antioxidante (82%) proveniente desse produto. Neste trabalho foram detectados 
fragmentos peptídicos e identificadas as capacidades antioxidante e antimicrobiana, 
atribuindo ao produto propriedades bioativas que promovem benefícios a saúde de 
seus consumidores.  
 
Palavras-chave: Peptídeos solúveis, Espectrometria por MALDI-ToF, atividade 
antimicrobiana, coalhada com leite caprino. 
  

1 - INTRODUÇÃO  

 Em todo o Brasil o consumo de produtos lácteos está ligado à cultura local. A 

qualidade desses produtos está relacionada ao modo de produção e características 

do leite, fatores como raça, rebanho e alimentação (PAQUEREAU et al., 2016). No 

panorama mundial da produção de leite caprino, em 2011 foram produzidos 15,9 

milhões de toneladas; em relação à produtividade de queijos e leites fermentados 

elaborados com esse tipo de leite foram produzidas aproximadamente 368,6 mil 
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toneladas, valores ainda muito inferiores se comparado à produção de leite de vaca 

(FAO, 2016).  

O nutriente de maior importância para promoção do sabor e a textura de 

diversos tipos de lácteos são as proteínas. Os efeitos dessas proteínas sobre a 

saúde humana podem estar relacionados à proteína intacta, aos aminoácidos da 

proteína totalmente digerida e aos peptídeos da proteína parcialmente hidrolisada 

(HERNÁNDEZ-LEDESMA et al., 2014). 

 A proteólise resulta na formação de grandes moléculas (insolúveis em água) 

e peptideos de tamanho intermédiário (solúveis em água) que são posteriormente 

hidrolisados para produzir pequenos peptídeos e aminoácidos (HUMA, RAFIQ, 

SAMEEN, PASHA, & KHAN, 2018). 

 Ao mesmo tempo que a proteólise do leite acontece para o desenvolvimento 

do sabor e da textura do produto final, a liberação destes peptídeos e aminoácidos 

apresentam bioatividades benéficas (ABDELHAMID, OTTE, GOBBA, OSMAN, & 

HAMAD, 2017; SILVA et al., 2012). 

 O extrato bruto de peptídeos solúveis em água (EPS) pode agir de modo 

sinérgico para realizar várias funções fisiológicas, possui propriedades 

antimicrobianas (ARRUDA et al., 2012; SILVA et al., 2012), atua na redução do 

colesterol, atividades antitrombótica e antioxidante (SILVA et al., 2012; TIMÓN, 

PARRA, OTTE, BRONCANO, & PETRÓN, 2014), aumento da biodisponibilidade 

mineral, efeitos imunomoduladores (AKALIN, 2014).  

 A maioria dos peptídeos bioativos produzidos nos diferentes tipos de leite 

são derivados de αs1-caseína (HODGKINSON, WALLACE, SMOLENSKIA E 

PROSSER, 2019; NIELSEN, BEVERLY, QU, E DALLAS, 2017), obtidos de 

alimentos fermentados, como queijo e iogurtes (FARVIN, BARON, NIELSEN & 

JACOBSEN, 2010; SILVA et al., 2012). 

 Entre os diversos produtos lácteos estudados, os peptídeos extraídos de 

coalhadas ainda não foram bem elucidados, esse alimento é proveniente da 

fermentação do leite. Este lácteo tem por característica sistema proteolítico 

composto por proteinases e peptidases coagulantes que já estão presentes no leite, 

além da contribuição de bactérias ácido láticas que também atuam durante o seu 

preparo (FIALHO et al., 2018; SILVA et al., 2012). 



67 
 

              Diante do exposto este trabalho tem como objetivo extrair peptídeos de 

coalhada simbiótica formulada com leite caprino e avaliar a atividade antimicrobiana 

e antioxidante. 

 
2 - MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1 Elaboração das coalhadas 
 

Para elaboração das coalhadas foram utilizados frutos de Maracujá 

(Passiflora edulis), açúcar cristal refinado (União), leite caprino esterilizado UHT 

(Caprilat); provenientes do comércio local na cidade do Recife-PE; cultura starter 

(Docina®) com cepas de Lactococcus lactis subsp. cremoris,  Lactococcus lactis 

subsp. lactis, Lactococcus diacetylactis na proporção de 1:1, cultura probiótica (Bio-

Rich®) com cepas de Bifidobacterium Bb 12, Lactobacillus acidophilus e 

Streptococus thermophilus e frutoligossacarídeo (FOS) (Invictus Pharma), o 

fluxograma para obtenção está descrito na figura 01.  

Figura 1: Fluxograma de elaboração para Coalhadas Caprinas com potencial 

simbiótico sabor maracujá 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2 Extração dos peptídeos bioativos 

A extração dos peptídeos solúveis da coalhada, foi realizada durante toda a 

vida de prateleira (1, 7, 14, 21 e 28 dias de estocagem) segundo a metodologia de 

Inoculação da cultura starter e cultura 
probiótica (2%) 

Adição de Polpa 5%, açúcar 10% e FOS 
(0.8) ao leite de cabra 

Incubação em temperatura controlada 33°C 
± 1ºC até atingir pH 4,6 ± 0,1 

Armazenamento sob refrigeração a 4°C±1ºC 

Leite de cabra UHT aquecido a 33°C ± 1ºC 
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SILVA et al (2019), modificada com relação à mudança na velocidade (14.560×g) e 

tempo (20 minutos) de rotação. Para a extração, amostras de coalhada (20 g) foram 

homogeneizadas com água na proporção 1:2 (p/v) a 10000xg por 20 minutos em 

homogeneizador (Nissei AM-8). Em seguida, centrifugadas três vezes a 14.560×g 

por 20 minutos, a 4 °C. Após este procedimento, o sobrenadante final foi filtrado em 

papel de filtro quantitativo (Whatman nº 40), liofilizado, denominado Extrato 

Peptídico Solúvel (EPS) e armazenado a -20 °C (SILVA et al 2019). 

 

2.3 Espectrometria de massa -  MALDI – TOF 

Os EPS obtidos, nos tempos 1, 14 e 28, referentes aos tempos de 

armazenamento em dias, tiveram suas Massas Moleculares (MM) determinadas por 

espectrometria de massa. As análises foram realizadas em um espectrômetro do 

tipo MALDI-TOF com aparelho do tipo Autoflex III (Bruker Daltonics, USA). As 

amostras dos extratos de peptídeos (20mg/ mL) foram diluídas em ácido 

trifluoroacético (TFA) a 0.1% (v/v). Em seguida, 1 µL dessa amostra diluída foi 

misturada com 3 µL da solução matriz 4-HCCA (ácido alfa-ciano 4-hidroxicinâmico) 

em acetonitrila 33% (v/v) e ácido trifluoroacético 0,1% (v/v), operada com modo de 

aquisição linear positivo. A faixa de detecção foi de 800 a 3500 m/z. A calibração 

externa foi realizada usando um mistura padrão de peptídeos, mix de 12 peptídeos 

(Bruker Daltonics). Os dados foram adquiridos usando Software Flex Control, e os 

espectros foram processados usando Software Flex Analysis One (Versão 3.0, 

Bruker Daltonics) (LIMA et al. 2017). 

 

2.4 Atividade antimicrobiana 

Os microrganismos usados para determinar a atividade antimicrobiana foram 

Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Listeria 

monocytogenes ATCC 19117e Staphylococcus aureus ATCC 6538. O pré-inóculo 

para cada estirpe padrão foi preparada em caldo Brain Heart Infusion Broth (BHI). 

Todas as estirpes foram incubadas de forma aeróbia a 37 ° C durante 18 h. A 

concentração das células foi determinada medindo-se turbidez da suspensão a 595 

nm (Microplate Lector LM-LGC, LGC Biotecnologia Ltda., São Paulo, Brasil) e depois 

convertido em unidades formadoras de colônias (1,5 × 108 UFC / mL). Uma UFC 

representa uma célula viável que é capaz de promover o crescimento bacteriano. A 

mistura contendo 50 μL do extrato peptídico fermentado e 50 μL da suspensão 
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bacteriana foi avaliada após incubação por 24 h a 37 ° C. O crescimento bacteriano 

foi monitorado pela leitura em 595 nm. 

Todos os experimentos foram realizados durante os 28 dias de vida de 

prateleira das formulações de coalhadas, em concentrações: 5 mg/ml, 2,5mg/ml e 

1,25 mg/ml, em triplicata de Microplaca de 96 poços (NUNC®) e para evitar 

problemas com sedimentação da cultura bacteriana, a microplaca foi agitada por 30 

segundos antes da leitura. O resultado foi determinado como a porcentagem de 

inibição do crescimento bacteriano com base em meio de controle negativo sem 

bactérias e meio de controle positivo com bactérias no meio foram os controles 

utilizados para determinar o crescimento (LIMA et al 2017). 

 

2.5 Capacidade antioxidante usando os radicais ABTS (ÁCIDO 2,2'-AZINOBIS-3-

ETILBENZOTIAZOLINA-6-SULFONICO) e DPPH (2,2-DIFENIL-1- PICRILHIDRAZIL). 

 As amostras utilizadas em concentrações: 5 mg/ml, 2,5mg/ml e 1,25 mg/ml, a  

reação de oxidação foi preparada usando um sistema ABTS 7 mM solução estoque 

com persulfato de potássio 140 mM (concentração final). A mistura foi incubada no 

escuro em temperatura ambiente (23–25 ° C) durante 12–16 h (o tempo necessário 

para formação radical) antes de usar. A solução de ABTS foi diluída em etanol até 

uma absorbância de 0,7 (± 0,02) a 734 nm. A atividade antioxidante foi realizada 

utilizando-se alíquotas de 30 μL das amostras de toda a vida de prateleira, 

misturadas com 3 mL de solução ABTS diluída. A absorbância 734 nm foi medida a 

180 min Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8- ácido tetrametilcromano-2-carboxílico) foi usado 

como padrão de referência. Os valores foram calculados e expressos como 

percentagens de atividade antioxidante de acordo com a Eq. (1):  

% AA =  Absi – Abss x 100 
                    Abs   
Onde Absi é a absorbância inicial (solução ABTS) e Abss é a absorbância da 

mistura (solução ABTS + amostra) (LIMA et al 2017). 

O método antioxidante usando o radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) foi 

realizada seguindo os métodos de Zubia et al. (2009). A capacidade da captura do 

radical foi determinada pela equação (2) e expressos em percentual . O ácido 

ascórbico foi usado como referência padrão. As amostras utilizadas em 

concentrações: 5 mg/ml, 2,5mg/ml e 1,25 mg/ml , cada concentração foi analisada 

em triplicata.  
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Equação 2: Antioxidante %= ((abs DPPH-abs amostra)/(abs DPPH))x100 

 

2.6 Análise estatística 

Os dados foram submetidos à análise da variância dos valores médios para 

as amostras individuais e comparados utilizando ANOVA com um nível de 

significância de p 0,05. 

 

3- RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Peptídeos identificados utilizando MALDI-TOF 

Uma análise detalhada dos peptídeos nos tempos de 1, 14 e 28 dias de vida 

de prateleira foi realizada por medição direta MALDITOF MS em um intervalo m / z 

de 500 a 5000 Da (Figura 2). A maior parte dos sinais foi detectada em um intervalo 

de (550 - 4027 Da). Correspondendo a comprimentos peptídicos de 

aproximadamente 6 a 17 aminoácidos. A Tabela 1 mostra os peptídeos presentes no 

extrato solúvel da coalhada identificados de acordo com suas massas e os 

peptídeos presentes no leite de cabra dados comparados com a literatura. 

Os prováveis peptídeos Identificados podem ter sido originados dos 

fragmentos da α1-caseína (αs1-CN), αs2-caseína (αs2-CN), β-caseína (β-CN), κ-

caseína (κ-CN), β-Lactoglobulina (β-Lg), α-Lactalbumina (α-La) e β-Lactoglobulina 

(β-Lg). 

O fragmento da β-CN f(193-209) é formado por hidrólise da β-caseína 

promovida pela ação da quimosina que atua clivando a ligação Leu192-Tyr193 

(BAPTISTA et al., 2017). Enquanto o peptídeo β-CN f(3-14) Pode ser comparado ao 

fragmento encontrado no trabalho de Nongonierma e Fitzgerald (2016) que 

encontraram peptideos obtidos de produtos lácteos digeridos que se encontravam 

no trato gastrointestinal. 

Os peptídeos da β-caseína identificados neste trabalho apresentam 

sequência de aminoácidos e bioatividades conhecidas na literatura. Os peptídeos da 

β-CN f(193-209), β-CN f(193-207) e β-CN f(3-14) apresentam respectivamente 

sequências de aminoácidos 193YQEPVLGPVRGPFPIIV209, 

193YQEPVLGPVRGPFPI207 e 3 LEELNVPGEIVE14 (NONGONIERMA; 

FITZGERALD, 2016; LOPEZ-EXPÓSITO; AMIGO; RECIO, 2012). Contudo, apenas 

os fragmentos de resíduos de aminoácidos de 193-209 e de 193-207 apresentam 

bioatividade conhecida tal como, as atividades antimicrobiana, imunomodulatória e 
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inibitória da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) (NONGONIERMA; 

FITZGERALD, 2016). 

Figura 02 - Perfil MALDI-TOF-MS do extrato peptídico de colhadas caprinas simbióticas no tempo 01 
dia (A), 14 dias (B) e 28 dias (C) de vida de prateleira 
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Tabela 01 - Peptídeos identificados nos extratos solúveis em água de coalhadas caprinas simbióticas 

de acordo com a espectrometria de massa dados comparados com a literatura. 

Massa (Da) dos 
peptídeos 

extraídos de 
coalhada caprina  

Massa (Da) dos 
peptídeos extraídos de 

leite de Cabra 
Fonte: BEZERRA  

et al. (2013) 

Sequência de 
Aminoácidos 

Fragmento 
proteico 

Referência da literatura 

550.463 552.73 KVLPV β-CN f(169-173) (Simsek et al., 2017) 
851.470 865.1 PPLTQTPV β-CN f(75–82) (Jin et al., 2016) 
898.457 890.5 PPEINTVQ κ-CN f(156–163) (Jin et al., 2016) 

1.001.596 1002.1 GLDIQKVAGT β-Lg f(9–18) (Chobert et al., 2005) 
1.117.692 1101.0 VLNENLLRF aS1-CN f(15e23 (Møller, Rattray, & Ardö, 2013) 
1.242.590 1231.6 TPEVDNEALEK β-La f(125-135) (Chobert et al., 2005) 

1.264.640  INNQFLPYPY κ-CN f(51–60) (Jin et al., 2016) 
1.371.941 1407.9 DVENLHLPLPL

L 
β-CN f(129–140) (Fernández-Tomé et al., 2017) 

1.541.997  YQEPVLGPVR
GPFP 

β-CN f( 193-206) (Gouldsworthy, Leaver, & Banks, 
1996) / (Nongonierma & 

FitzGerald, 2016) 
1.598.642  EPVLGPVRGPF

PIIV 
β-CN f(195-209) (Møller, Rattray, & Ardö, 2013) 

1.668.658  LYQEPVLGPVR
GPFPIL 

β-CN f( 192-206) (Gouldsworthy, Leaver, & Banks, 
1996) / (Nongonierma & 

FitzGerald, 2016) 
1.880.823 1967.5 YQEPVLGPVR

GPFPIIV 
β-CN f(193–209) (Ebner et al., 2015) 

2.106.878 2129.6 SLPQNIPPLTQ
TPVVVPPFLQP

EVM 

β-CN f(69-93) (Møller, Rattray, & Ardö, 2013) 

3.141.731  IQPKTKVIPYVR
YL 

αs2-CN f(194–207) (Ebner et al., 2015) 

4.027.443  YQEPVLGPVR
GPFPII 

β-CN f(193-208) (Fernández-Tomé et al., 2017) 

 

3.2 Atividade antimicrobiana e antioxidante             

          A Tabela 2 apresenta os resultados observados para o extrato de peptídeo 

obtido de coalhada caprina durante o armazenamento a uma concentração final de 

25 mg / mL em sua atividade antimicrobiana. 

 

Tabela 2 – Atividade antimicrobiana de coalhadas formulados com leite caprino durante a 

vida de prateleira de 28 dias. 

Microrganismos 

analisados 

 T1 T7 T14 T21 T28 

Escherichia coli ATCC 

25922 

 77,08 
 

76,45 
 

81,77 
 

80,18 
 

77,02 
 

Staphylococcus aureus 

ATCC 6538 

 80,90 
 

78,51 
 

78,88 
 

73,49 
 

63,52 
 

Salmonella 

Typhimurium ATCC 

14028 

 80,15 
 

76,92 
 

78,38 
 

72,84 
 

79,71 
 

Listeria monocytogenes 

ATCC 19117 

 68,26 
 

70,98 
 

73,37 
 

67,92 
 

73,00 
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          O resultado da atividade antimicrobiana apresentou uma alta porcentagem de 

inibição (81,7 ± 0,03) frente aos microrganismos patogênicos. Este estudo mostrou 

que os peptídeos extraídos de coalhadas caprinas apresentaram maior inibição do 

crescimento de Escherichia coli ATCC 25922, a partir do dia 1º dia até o 28º dia de 

armazenamento. O menor valor de inibição foi encontrado para Listeria 

monocytogenes ATCC 19117. 

Os resultados do presente estudo foram superiores aos encontrados na 

literatura, o extrato bruto de proteína obtido por precipitação presente em leite 

fermentado obtido do soro de leite caprino apresentou atividade bacteriostática 

frente a cepas bacterianas (MEDEIROS et al., 2018). 

O arranjo estrutural dos peptídeos realiza uma importante função no 

mecanismo de ação de fragmentos antimicrobianos. Estes atuam desarranjando a 

membrana celular microbiana, isto ocorre por uma interação eletrostática de ligação 

entre os peptídeos catiônicos e componentes carregados negativamente presente 

no envelope bacteriano (AKALIN,  2014). 

Fragmentos gerados por hidrólise da caseína com efeito inibitório contra o 

crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas também já foram 

referidos por  Silva et al. (2016), em queijo coalho e Lima et al. (2017), em leite 

fermentado. Sendo assim os peptídeos com ação antimicrobiana derivados da 

caseína podem apresentar um controle alternativo de populações de bactérias 

causadoras de doenças. 

Os percentuais de atividade antioxidante estão descritos na Tabela 3. O 

tempo que apresentou maior atividade foi o T28; resultados do presente estudo 

foram superiores aos da literatura, um extrato de proteína bruto obtido por 

precipitação presente em leite fermentado obtido do soro de leite caprino 

apresentaram atividade bacteriostática frente a cepas bacterianas pode-se observar 

que há aumento com o passar da vida de prateleira. 
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Tabela 3 -  Atividade antioxidante de coalhadas formulados com leite caprino 

durante a vida de prateleira de 28 dias. 

Tempo e 

concentraç

ão 

% 

atividade 

antioxida

nte ABTS 

% 

atividade 

antioxida

nte DPPH 

Tempo e 

concentraç

ão 

% 

atividade 

antioxida

nte ABTS 

% 

atividade 

antioxida

nte DPPH 

Tempo e 

concentraç

ão 

% 

atividade 

antioxida

nte ABTS 

% 

atividade 

antioxida

nte DPPH 

T1 

5mg/ml 

58,52 52,46 T1 

2,5 mg/ml 

40,33 38,41 T1 

1,25 

mg/ml 

29,29 28,14 

T7 

5mg/ml 

55,10 51,60 T7 

2,5 mg/ml 

37,14 36,13 T7 

1,25 

mg/ml 

21,86 21,74 

T14 

5mg/ml 

68,00 65,10 T14 

2,5 mg/ml 

38,38 37,34 T14 

1,25 

mg/ml 

26,24 25,11 

T21 

5mg/ml 

78,19 76,23 T21 

2,5 mg/ml 

49,57 47,48 T21 

1,25 

mg/ml 

28,62 26,48 

T28 

5mg/ml 

82,38 78,26 T28 

2,5 mg/ml 

54,14 52,28 T28 

1,25 

mg/ml 

30,95 30,33 

 

Em um estudo com extração de peptídeos em leite de ovelha fermentado, 

Lima et al (2017), observou que todos os extratos peptídicos obtidos durante o 

armazenamento apresentou atividade antioxidante em todas as concentrações, os 

extratos peptídicos apresentaram 16 a 41,5% de atividade antioxidante. O maior 

valor obtido (41,5% ± 3,6%) foi no 28º dia de armazenamento, resultado que 

corrobora com o encontrado nesta pesquisa. 

Em um estudo realizado avaliando a  atividade antioxidante de peptídeos de 

queijo de búfala fresco, Silva et al. (2019) revelou que a capacidade antioxidante foi 

proporcional a concentração do peptídeo, atingindo valores de 33,39 ± 0,06% a 

63,27 ± 0,18% em concentrações de 2,5 a 20 mg / mL, respectivamente (p <0,05). 

A quantidade de proteína extraída nem sempre é responsável pela atividade 

antioxidante, mas sim o tipo e sequência de aminoácido obtido, que atua como 

doador de prótons para estabilizar os radicais livres (MAHATMANTO et al., 2014). 
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4 CONCLUSÃO 

Neste estudo foi obtido o perfil peptídico de coalhada caprina saborizada com 

maracujá, verificando que é um produto rico em nutrientes, propriedades 

probióticas e moléculas bioativas.  Neste novo produto, foi possível extrair 

frações peptídicas, assim como detectar a sua capacidade de inibir o 

crescimento de bactérias patogênicas (Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella 

Typhimurium ATCC 14028, Listeria monocytogenes ATCC 19117 e 

Staphylococcus aureus ATCC 6538) e evidenciar a alta taxa de atividade 

antioxidante (82%) proveniente desse produto. Diante disto, as propriedades 

identificadas atribuem ao produto propriedades bioativas, capaz de promover 

benefícios à saúde dos seus consumidores. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

As Coalhadas elaboradas com leite de cabra são formulações inovadoras 

para os produtores de leite caprino no Brasil, pelo seu diferencial de sabor e 

diversificação de produto, sendo uma importante fonte de renda e de geração de 

empregos. No desenvolvimento do presente estudo, foi possível observar que os 

produtos formulados obtiveram uma avaliação positiva dos seus aspectos 

sensoriais, boa estabilidade de vida de prateleira, um importante potencial probiótico 

e a partir deles, pode-se obter peptídeos com atividade biológica, como os 

antimicrobianos e antioxidantes. Os resultados obtidos neste estudo apresentou 

viabilidade para a indústria de laticínios, principalmente para a formulação de 

produtos com características geográficas regionais, diferenciando-os estes produtos 

daqueles já disponíveis no mercado. Os peptídeos obtidos constituem um potencial 

para uso na indústria alimentícia funcional, visto que apresentaram importantes 

atividades biológicas.  
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ANEXOS 

ANEXO 01 - FICHA DE ANÁLISE SENSORIAL 
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ANEXO 02 - APROVAÇÃO COMITÊ DE ÉTICA 

 


