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"PRODUTOS ALIMENTICIOS FERMENTADOS
CONTENDO CEPAS PROBIOTICAS E SEU PROCEDIMENTO DE
PREPAROQO"

A invencdo diz respeito a produtos alimenticios
fermentados contendo cepas probidticas e seu procedimento de preparo.

As bifidobactérias fazem parte da flora anaerdbica
dominante do célon. As principais espécies presentes no colon humano séo
Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum
ssp infantis, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum.

As bifidobactérias sdo bactérias probioticas de selecéo.
As bactérias do género Bifidobacterium sdo utilizadas em diversos produtos
atualmente no mercado e sédo frequentemente acrescentadas em produtos
lacteos que ja incluem as bactérias classicas do iogurte (Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus bulgaricus).

O consumo de bifidobactérias é reconhecido como sendo
benéfico no processo de restabelecimento da populagdo normal de
bifidobactérias nas pessoas que sofreram uma terapia com antibidtico. Este
consumo parece também permitir reduzir constipagdes, prevenir a continuidade
de diarréia e diminuir os sintomas da intolerancia a lactose.

As probitticas sao bactérias vivas. A utilizacdo destas
bactérias vivas na fabricacdo de produtos alimenticios tais como os produtos
lacteos é delicada, especialmente com relacdo as problematicas de sobrevida
destas bactérias no produto.

80% dos produtos atualmente no mercado que contém
bifidobactérias ndo respeitam o0s critérios que permitam sustentar que eles
melhoram de forma significativa o trato intestinal das pessoas que o0s
consomem. Uma ingestdo diaria de pelo menos 108 a 109 de células vivas foi
recomendada como dose minima que permite ter um efeito terapéutico (Silva
A.M., Barbosa F.H., Duarte R., Vieira L.Q., Arantes R.M., Nicole J.R., Effect of

Bifidobacterium longum ingestion on experimental salmonellosis in mice, J.
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Appl. Microbiol. 97 (2004) 29-37). A dose requerida pode depender da cepa
probiotica utilizada.

No caso da fabricacdo de um produto alimenticio bioativo
gue contém bifidobactérias ocorre entdo o problema de se obter uma
populacdo suficiente destas bactérias no produto e de manté-la ao longo da
"vida" do produto, sem recorrer a solugbes técnicas suscetiveis de alterar as
gualidades organoléticas do produto.

O problema do tamanho numérico da populacéo de cepas
probidticas em um produto lacteo fermentado € um problema conhecido (ver
especialmente D. Roy, Technological aspects related to the use of
bididobacteria in dairy products, Lait 25 85 (2005) 39-56, INRA, EDP Sciences).

Diversos motivos forma evocados a este problema entre
0s quais a diminuicdo da populacdo durante o armazenamento, o0 crescimento
conturbado destas bactérias a partir de um determinado pH ou simplesmente a
ma capacidade 5 de crescimento destas bifidobactérias, em particular no leite.

Sabe-se que o0s fruto-oligossacarideos, determinados
amidos, determinados acucares, o0 dlicerol e determinados extratos de
leveduras possuem efeitos bifidogénicos importantes. Ao contrario, 0 oxigénio &
toxico para determinadas cepas probioticas.

Em razéo disto, a utilizacdo de cisteina ou de ascorbato
na qualidade de captor de oxigénio foi descrita (A revies of oxygen toxicity in
probiotic yogurts: influence on the survival of probiotic bacteria and protective
techniques. Talwalkar & Kailasapathy; Comprehensive Reviews in Food
Science and Food Safety, 3 (3) 117-124; 2004), sem, todavia, que tenha
demonstrado que a utilizacdo destas substancias permita obter e manter
durante o armazenamento populacfes de bifidobactérias em niveis desejados.
Além disto, o efeito potencialmente negativo da cisteina nas propriedades finais
de um iogurte foi apurado.

De maneira geral, os produtos alimenticios fermentados

gue apresentam propriedades de manutencédo relativa das populacdes de
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bifidobactérias durante a conservacdo dos referidos produtos, e que sao
descritos na literatura, nao apresentam geralmente propriedades
organoléticas aceitaveis, pelo fato especialmente que substancias, tais como
o0 extrato de levedura, estdo presentes em uma concentracdo elevada nos
produtos.

A invengcdo tem principalmente por objeto, fornecer
produtos alimenticios fermentados que apresentam propriedades organoléticas
aceitaveis e contendo uma forte concentracdo de bifidobactérias no término
do periodo de fermentacdo e durante todo o periodo de conservacao
dos referidos produtos alimenticios fermentados.

A invencdo tem também por objeto, fornecer produtos
alimenticios fermentados contendo bifidobactérias em bom estado fisioldgico e
apresentando uma taxa de sobrevida importante ao longo do periodo de
conservacao dos referidos produtos alimenticios fermentados, em particular até
a data limite de consumo dos produtos.

Uma outra finalidade da invencdo €& fornecer
procedimentos de preparo simples a serem implementados para permitir a
obtencao dos produtos acima.

Uma outra finalidade da invencdo € favorecer o
crescimento das bifidobactérias com relacdo as  simbioses classicas
apresentadas nos iogurtes, sendo estas simbioses constituidas classicamente
por uma ou mais cepas de Streptococcus thermophilus e de Lactobacillus
bulgaricus.

As finalidades da invencdo sado realizadas gracas a
constatacdo surpreendente efetuada pelos inventores de que a incorporacao
de aminoacidos sulfurados a matéria de partida quando do preparo de produtos
alimenticios fermentados contendo bifidobactérias, em quantidade
suficientemente fraca para néo alterar as propriedades organoléticas dos
produtos, permite obter rapidamente apds fermentacdo das populacdes de

pelo menos 5.107, sendo 108 bifidobactérias por grama de produto e
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uma sobrevida aumentada das bifidobactérias até a data limite de consumo dos
produtos, sem obrigatoriamente modificar o crescimento das outras cepas
bacterianas.

A invencdo diz respeito a utilizacdo de pelo menos um

5 aminoacido sulfurado, em uma concentracdo total de cerca de 5 a
aproximadamente 75 mg/L, em particular de cerca de 5 a aproximadamente 50
mg/1, em particular de cerca de 5 a aproximadamente 30 mg/L, em particular
de cerca de 5 a aproximadamente 20 mg/L em forma livre, para a
implementacdo de um procedimento de preparo de um produto alimenticio

10 fermentado, com o auxilio de fermentos contendo bifidobactérias, sendo que o
produto alimenticio fermentado apresenta propriedades organoléticas
aceitaveis, contendo cerca de 5.107, em particular mais de aproximadamente
10°® bifidobactérias por 20 grama de produto alimenticio fermentado durante um
periodo de conservacao de pelo menos 30 dias, em particular de pelo menos

15 35 dias e n&o tendo mais de 0,5% de extrato de levedura ou de autolisado de
levedura.

Por "aminoacido sulfurado” entende-se a cisteina (L-
cisteina) ou a metionina, bem como seus derivados, eventualmente em forma
de sal.

20 Em particular, poderdo ser utilizados de acordo com a
invencdo  cloridrato  monohidratado de  L-cisteina  (monocloridrato
monohidratado de &cido (R)-2-amino- mercaptopropionico) ou de L-metionina
(acido (S)-2-amino-4- s metiltiobutirico), com as respectivas formulas:

H$-E-*$—GDDH Cr. HD
NH *
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Por "em forma livre", entende-se aminoacidos que nao
estdo ligados a outros aminoacidos por ligagdo peptidica nos peptideos,
polipeptideos ou proteinas.

De preferéncia, os aminoéacidos sulfurados conforme a
invencdo sao utilizados em forma reduzida, ou seja, 0 1s agrupamento
sulfidrila -SH é reduzido. Esta forma preferida dos aminoacidos sulfurados
exclui entdo particularmente a cistina, foram oxidadas da cisteina consistente
na associacao de duas cisteinas via uma ponte dissulfuro.

As bifidobactérias sendo substancialmente desprovidas
de atividade proteolitica, é vantajoso utilizar os aminoacidos acima
mencionados em forma livre para que eles possam ser diretamente assimilados
pelas bifidobactérias.

O ou os aminoacidos sulfurados utilizados conforme a
invencdo sdo beneficamente filtrados previamente e/ou autoclavados (ou
pasteurizados, ou seja, tratados em uma temperatura superior a 50° C) e/ou
irradiados, para respeitar as especificacbes de uso em matéria de
contaminagao microbiologica, ou seja, para que eles estejam substancialmente
desprovidos de contaminadores microbianos.

Se o0s aminoéacidos sulfurados forem utilizados em uma
concentracdo superior a 75 mg/L, verifica-se uma 10 degradagdao das
propriedades organoléticas do produto alimenticio.

Se os aminoacidos sulfurados forem utilizados em uma
concentracéo inferior a 5 mg/1, a populagéo de bifidobactérias superior a 5.107
ou 108 UFC por grama de produto ndo podera geralmente ser mantida quando
do periodo de conservacao do produto.

E importante observar que a concentracdo de
aminoacidos sulfurados utilizados de acordo com a invencdo se refere ao ou
aos aminoacidos sulfurados especialmente acrescentados quando da
preparacdo dos produtos. Esta concentracdo ndo leva em conta a eventual

producdo bacteriana de aminoacidos sulfurados quando da preparacdo, nem
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mesmo a quantidade de aminoacidos sulfurados em forma livre que estdo
naturalmente presentes na matéria de partida, que serve para preparar o
produto alimenticio, por exemplo, no leite ou nos adjuvantes que podem intervir
durante a preparagéo.

A concentragdo tipica de aminoécidos sulfurados
presentes no leite € de 100 a 1300 mg/L, sendo cerca de 260 mg/L para a
cisteina e 1020 mg/L para a metionina (Handbook of Milk composition, 1995,
Academic Press). Deve-se observar que a grande maioria dos aminoacidos
sulfurados presentes no leite esta sob forma ligada nas cadeias peptidicas ou
protéicas.

Por "fermentos" entendemos um conjunto de bactérias,
especialmente bactérias destinadas a fermentacdo e/ou bactérias com valor
probiotico.

Por "propriedades organoléticas aceitaveis" entendemos,
particularmente, a auséncia de falso paladar de tipo enxofre, que foi
determinada por um teste padrdo de analise sensorial, a qual pode
corresponder ao protocolo descrito a seguir. O mecanismo sensorial comeca
pela geracdo de um estimulo apdés o consumo de um produto. Este estimulo
permite uma percepcdo que dependerd no individuo consumidor de fatores
genéticos e fisiologicos. Esta percepcdo € depois verbalizada (uma lista de
palavras é fornecida ao consumidor) e entdo quantificada (utilizacdo de
gamas). O consumidor da entdo uma estimativa global do produto que
consumiu (esta estimativa sera influenciada por sua cultura, suas experiéncias)
e diz se esta ou ndo pronto para comprar este produto (dados como o custo e a
comunicacao sobre este produto podem também ser aportados).

A andlise sensorial € uma ciéncia baseada na percepcao
(fisiologica e psicologica) envolvendo os cinco sentidos (paladar, olfato, viséo,
audicao, tato) e utilizando protocolos bastante rigorosos.

Os consumidores que constituem o grupo que faz as

analises sensoriais sdo selecionados por suas capacidades sensoriais, suas
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capacidades em termos de verbalizagdo, suas capacidades em termos de
utilizagdo de gamas para uma avaliagdo e suas capacidades de trabalho em
grupo (para obter consensos).

E absolutamente necessario verificar se as avaliacdes dos
membros do grupo poderéo ser repetidas e reproduzidas com homogeneidade
em termos de discriminacdo e em termos de classificacdo. Testes que
permitem verificar estes pré-requisitos séo repetidos diversas vezes. A selecéo
dos produtos é feita de acordo com trés critérios principais: de acordo com a
idade do produto (escolhem-se os produtos de mesma idade). Estes produtos
devem ser representativos em caso de uma avaliacdo padrdo e os produtos
sdo homogéneos (poucas diferencas entre eles). Estes produtos sé&o
apresentados de forma anénima e codificada, em uma determinada ordem e de
maneira homogénea (mesma temperatura...).

As condigdes ambientais de analise sensorial s&o
Importantes: deve-se padronizar bem o ar-condicionado, a iluminacdo, o
ambiente sonoro, a decoracdo (neutra se possivel), o odor da pe¢a na qual
sera efetuada a analise. Os membros do grupo ficam em boxes separados.
Eles ndo devem fumar, nem consumir café, mentol nas horas precedentes a
sessdo de analise. Eles ndo devem mais se perfumar e maquiar.

Apds esta analise, um produto pode ser considerado
como tendo "propriedades organoléticas aceitaveis" se os membros do grupo
nao tiverem detectado falso paladar do tipo enxofre no produto.

O periodo de conservacdo ou de armazenamento do
produto alimenticio fermentado é o periodo imediatamente posterior ao término
do processo de preparo do produto alimenticio fermentado e sua embalagem.
Quando deste periodo de conservacao, o produto alimenticio fermentado é
habitualmente conservado a uma temperatura compreendida entre
aproximadamente 4 e 10° C.

O produto alimenticio fermentado acima mencionado

contém cerca de 5.107, em particular mais de 108 bifidobactérias por grama de
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produto alimenticio fermentado, em particular durante um periodo de
conservacdo de pelo menos 40 dias. Mais particularmente, o produto
alimenticio fermentado acima mencionado contém mais de 5.107, em particular
mais de 10° bifidobactérias por grama de produto alimenticio fermentado até a
data limite de consumo do produto.

As datas limites de consumo dependem das duracdes
legais de conservacéo fixadas pela legislacdo em vigor, que podem tipicamente
variar de 15 a 50 dias, a partir da data de fabricacdo. A titulo de exemplo, a
duracdo legal de conservacdo é geralmente de 30 dias para os produtos
lacteos frescos.

Uma populacdo de bifidobactérias que seja superior ou
igual a 10® UFC/g na data limite de consumo (D.L.C.) do produto conservado
entre 4 e 10° C pode ser considerada como uma populacdo suficiente de
bifidobactérias, considerando as recomendacfes meédicas relativas ao aporte
em bifidobactérias na alimentacéo.

Por "ndo contém mais de 0,5% de extrato de levedura ou
de autolisado de levedura" entendemos, em particular, que o produto
alimenticio fermentado acima mencionado ndo contém mais de 0,5% de extrato
de levedura ou de autolisado de levedura apds seu procedimento de preparo
e/ou que o produto alimenticio fermentado acima mencionado nao contém
mais de 0,5% de extrato de levedura ou de autolisado de levedura durante a
duracdo de conservacdo de pelo menos 30 dias, em particular de pelo menos
35 dias, em particular de pelo menos 40 dias ou até a data limite de consumo
do produto alimenticio fermentado acima mencionado. Além disto, o produto
alimenticio fermentado acima referido ndo contém mais do que uma
guantidade superior a 0,5% de extrato de levedura ou de autolisado
de levedura quando do procedimento de preparo do produto e,
especialmente, no momento da inoculacdo das bactérias e durante toda

a fermentacéo.
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Por "extrato de levedura” e "autolisado de levedura”,
entende-se concentrados dos componentes sollveis das células de levedura.
Reportamo-nos a este respeito particularmente ao artigo "Yeast extracts:
production, properties 2s and components” de Rolf Sommer (9th International
Symposium on Yeasts), de onde séo extraidas as informacdes abaixo.

Os extratos de levedura sdo produzidos principalmente
por autolise, ou seja, a hidrdlise celular é efetuada sem acréscimo de outras
enzimas. O extrato de levedura ou o autolisado de levedura s&o utilizados
principalmente na industria da fermentacdo e na industria agro-alimentar. O
principal material de base utilizado para fabricar o extrato de levedura é
constituido de leveduras com forte concentracdo em proteinas (cepas de
Saccharomyces cerevisiae) cultivadas em meios a base de molassa
ou € constituido de leveduras de cerveja desidratadas (cepas de
Saccharomyces cerevisiae ou de Saccharomyces uvarum). Outros materiais
de base utilizados s&o leveduras, tais como Kluyveromyces fragiles
(fermentadas em soro lacteo) ou Candida utilis (cultivada em dejetos ricos em
glicidios apd6s a industria da madeira ou em etanol) ou ainda de cepas
especiais de leveduras de pédo para produzir extrato de levedura contendo
nucleotideos 59.

A autdlise é o procedimento de dissociacdo mais
freqientemente utilizado na producdo de extrato de levedura. Quando deste
procedimento, as leveduras sdo degradas por suas proprias enzimas
enddgenas. O procedimento de autdlise pode ser iniciado por um choque
osmoético ou de temperatura controlada, provocando a morte celular sem
desativar as enzimas enddgenas (em particular as proteases). Um pH
controlado, a temperatura e a duracdo da autblise sao fatores decisivos de
um procedimento de autélise padronizado. Acrescentando sais ou enzimas
(por exemplo, proteases ou misturas de proteases e peptidases) com
relacdo a autdlise "classica", a degradacdo protéica das células de leveduras

pode ser controlada.
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Além da autdlise, o extrato de levedura pode ser
produzido por termolise (por exemplo, fazendo ferver as leveduras em agua
a 100°C), plasmolise (tratamento com solugcdes fortemente salinas em uma
temperatura inferior a 100°C) e degradacdo mecanica (homogeneizacdo em
alta pressao ou trituracao).

Posteriormente, os componentes sollveis sdo separados
das paredes celulares insoluveis e concentrados por evaporador por agitacdo
ou evaporador rotativo. Seguem-se posteriormente as etapas eventuais de
filtracdo, de concentragcdo em vacuo parcial e de esterilizacdo rapida. Existem
trés tipos de extrato de levedura: o extrato de levedura liquida (matéria seca:
50 a 65%); o extrato de levedura de tipo pasta viscosa (matéria seca: 70 a
80%); e o extrato de levedura em pé seco.

Se pegarmos o exemplo de um extrato de levedura em po
padréo utilizado na industria da fermentacdo, a composicéo é a seguinte:

Conteudo protéico: 73-75%

Sadio: menos de 0,5%

Polissacarideos: menos de 5%

Oligossacarideos: menos de 1%

Lipidios: menos de 0,5%

O conteudo protéico se reparte tipicamente da seguinte
forma:

Aminoécidos livres: 35-40%

Di, tri e tetrapeptideos (MW < 600 Da): 10-15%

Oligopeptideos (MW de 2000-3000 Da): 40-45%

Oligopeptideos (MW de 3000-100000 Da): 2-5%

O teor tipico em cisteina € de 0,45% e o teor tipico em
metionina é de 1,12% (1,08% em forma livre).

A invencdo diz respeito a utilizagdo de pelo menos um
aminoacido sulfurado, em uma concentracdo total de cerca de 5 a

aproximadamente 30 mg/L, em particular de cerca de 10 a aproximadamente
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15 mg/L, em particular de cerca de 12 a 15 aproximadamente 15 mg/L, e
particularmente 12,5 mg/L, em forma livre, para a implementacdo de um
procedimento de preparacdo de um produto alimenticio fermentado com o
auxilio de fermentos contendo bifidobactérias, produto alimenticio este que
apresenta propriedades organoléticas aceitaveis e contém mais de
aproximadamente 5.107, em particular mais de aproximadamente 10°
bifidobactérias por grama de produto alimenticio fermentado durante um
periodo de conservacédo de pelo menos 30 dias, em particular de pelo menos
35 dias e nao contém mais de 0,5% de extrato de levedura ou de autolisado de
levedura.

Além disto, a invencdo diz respeito, igualmente, a um
produto alimenticio fermentado, apresentando propriedades organoléticas
aceitaveis, contendo fermentos que possuem mais de aproximadamente 5.107,
em particular mais de aproximadamente 10° bifidobactérias por grama de
produto alimenticio fermentado durante um periodo de conservagdo de pelo
menos 30 dias, em particular de pelo menos 35 dias e apresentando uma
concentracao total de aminoacidos sulfurados em forma livre de cerca de 5 a
aproximadamente 50 mg/L, em particular de cerca de 5 a aproximadamente 30
mg/L, em particular de cerca de 5 a aproximadamente 20 mg/L, em particular
de cerca de 10 a aproximadamente 15 mg/L, em particular de cerca de 12
aproximadamente 15 mg/L, e particularmente 12,5 mg/L.

Mais particularmente, o referido produto alimenticio
fermentado contém fermentos que possuem mais de aproximadamente 5.107,
em particular mais de aproximadamente 10° bifidobactérias por grama de
produto alimenticio fermentado durante um periodo de conservacdao de pelo
menos 40 dias ou até a data limite de consumo do produto alimenticio
fermentado.

Vantajosamente, o produto alimenticio fermentado como
definido acima € tal que a relacdo entre o namero de bifidobactérias

contidas no produto alimenticio fermentado apés o periodo de conservacao e o
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namero de bifidobactérias contidas no produto alimenticio fermentado no inicio
do periodo de conservacdo de pelo menos 30 dias, em particular de pelo
menos 35 dias, € de cerca de 0,2 a 2s aproximadamente 0,8, em particular de
cerca de 0,3 a aproximadamente 0,7, em particular de cerca de 0,4 a
aproximadamente 0,5.

Em outras palavras, a taxa de sobrevida das
bifidobactérias contidas no produto alimenticio fermentado entre o inicio do
periodo de conservacao (ou seja, o término do procedimento de preparo) e o
término do periodo de conservacdo esta compreendido entre 20 e 80%, em
particular entre 30 e 70% e, em particular, entre 40 e 50%.

O referido periodo de conservacédo € de pelo menos 30
dias, em patrticular de pelo menos 35 dias, mais particularmente de pelo menos
40 dias ou se estende até a data limite de consumo do produto alimenticio
fermentado.

A invencdo diz respeito igualmente a um produto
alimenticio fermentado conservado durante um periodo de conservacdo de
pelo menos 30 dias, em particular de pelo menos 35 dias, a uma temperatura
de cerca de 4 a aproximadamente 10° C, apresentando propriedades
organoléticas aceitdveis e contendo fermentos comportando mais de
aproximadamente 5.107, em particular mais de aproximadamente 10°
bifidobactérias por grama de produto alimenticio fermentado.

Mais particularmente, a invencdo diz respeito a um
produto alimenticio fermentado néo solido conservado durante um periodo de
conservacgao de pelo menos 30 dias, em particular de pelo menos 35 dais, em
particular de pelo menos 40 dias, a uma temperatura inferior a 12° C ou inferior
a 10° C, apresentando propriedades organoléticas aceitaveis e contendo
fermentos com mais de aproximadamente 5.107, em particular mais de
aproximadamente 10° bifidobactérias por grama de produto alimenticio

fermentado.
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Preferencialmente, a invencéo diz respeito a um produto
alimenticio fermentado tal como definido acima, contendo cerca de 5 a
aproximadamente 50 mg/L, em particular de cerca de 5 a aproximadamente 30
mg/L, em particular de cerca de 5 a aproximadamente 20 mg/L, em particular
de cerca de 10 a aproximadamente 15 mg/L, em particular de cerca de 12 a
aproximadamente 15 mg/L, e particularmente 12,5 mg/L de aminoé&cidos
sulfurados e particularmente de cerca de 5 a aproximadamente 50 mg/L, em
particular de cerca de 5 a aproximadamente 30 mg/L, em particular de cerca de
5 a aproximadamente 20 mg/L, em particular de cerca de 10 a 15
aproximadamente 15 mg/1, em particular de cerca de 12 aproximadamente 15
mg/L, e particularmente 12,5 mg/L de cisteina e/ou de cerca de 5 a
aproximadamente 30 mg/L, em particular cerca de 5 a aproximadamente 15
mg/L de metionina.

Para dosar a cisteina, € possivel utilizar um analisador
de aminoécidos como o L-8800 High Speed Amino Acid Analyzer (Hitachi
High Technologies). Este analisador associa uma cromatografia de troca de
ions a uma deteccao colorimétrica em duas extensdes de onda (570 e 440 m)
apos reacao com ninidrina. Pode-se igualmente recorrer a cromatografia em
fase gasosa ligada a uma espectrometria de massa ou uma cromatografia
liguida alta performance ligada a uma deteccao fluorimétrica.

A utilizacdo mais particular de cisteina é benéfica porque
ela proporciona experimentalmente um melhor efeito bifidogénico do que a
metionina.

A utilizacdo mais particular de metionina € benéfica
porque seu custo € menos elevado do que aquele da utilizacdo da cisteina.

Vantajosamente, o0 referido produto alimenticio
fermentado contém menos de aproximadamente 0,5% (p/p) de substancias
contendo mais de aproximadamente 1,7% de aminoéacidos sulfurados livres.

Mais particularmente, o referido produto alimenticio

fermentado contém menos de aproximadamente 0,5% 15 (p/p) de extrato de
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levedura e/ou de autolisado de levedura e/ou de hidrolisado de proteinas do
leite, de vegetais, de soja.

A presenca eventual de substancias do tipo extrato de
levedura ou autolisado de levedura é facilmente detectavel no produto por
métodos conhecidos. Em patrticular, os glucanos ou os mananos aportados por
estas substéncias s@o detectaveis. Por exemplo, os glucanos e mananos
sendo fibras, podemos recorrer ao método da dosagem das fibras alimentares
totais, preconizado pela AFSSA (método AOAC 985.29). O acréscimo de
extrato de levedura ou de uma substancia analoga deve igualmente se traduzir
por uma modificacdo completa do teor na totalidade dos 20 aminoacidos no
produto, bem como por uma modificacdo da concentracdo em vitaminas e
minerais, com relacdo a composicao normal do produto (para o exemplo do
leite, referimo-nos particularmente ao Handbook of milk composition, 1995,
Academic Press).

De acordo com um modo de realizacéo preferencial, as
bifidobactérias contidas no produto alimenticio fermentado tal como definido
acima sdo do tipo Bifidobacterium animalis, especialmente Bifidobacterium
animalis animalis e/ou Bifidobacterium animalis lactis e/ou Bifidobacterium
breve e/ou Bifidobacterium longum e/ou Bifidobacterium infantis e/ou
Bifidobacterium bifidum.

Vantajosamente, o produto alimenticio fermentado tal
como definido acima é a base de sumo vegetal e particularmente de sumo de
fruta ou de sumo de legume, tal como de suco de soja, ou de produto lacteo, e,
particularmente, de leite de vaca e/ou de leite de cabra.

O referido produto alimenticio fermentado pode
igualmente ser a base de leite de ovelha ou de leite de camelo ou de leite de
égua.

Por sumo vegetal entende-se um sumo realizado a partir
de extratos vegetais, particularmente de soja, de tonyu, de aveia, de trigo, de

milho.
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Exemplos de sumos de legume séao: o sumo de tomate, o
sumo de beterraba, o sumo de cenoura.

Exemplos de sumos de fruta sdo: o sumo de maca, de
laranja, de morango, de péssego, de abric6é, de ameixa, de framboesa, de
amora, de groselha, de abacaxi, de limédo, de agrumes, de manga, de banana,
de kiwi, de péra, de cereja, de maracuja, de fruta exética, o sumo multifrutas.

De acordo com o modo de realizac&o benéfico, o produto
alimenticio fermentado tal como definido acima é tal que os fermentos contém
bactérias laticas, em particular um ou mais bactérias do género Lactobacillus
spp. e especialmente Lactobacillus delbrueckii bulgaricus e/ou Lactobacillus
casei e/ou Lactobacillus reuteri e/ou Lactobacillus acidophilus e/ou
Lactobacillus helveticus e/ou Lactobacillus plantarum e/ou bactérias do tipo
Lactococcus cremoris e/ou Streptococcus thermophilus e/ou Lactococcus lactis
e/ou uma ou mais bactérias do género Leuconostoc.

Vantajosamente, o produto alimenticio fermentado tal
como definido acima é tal que a proporgdo de bifidobactérias nos fermentos é
de cerca de 20 a aproximadamente 80%, particularmente de cerca de 30 a
aproximadamente 70%, particularmente de cerca de 40 a aproximadamente
60%, e particularmente de cerca de 50%.

Por "propor¢cdo de bifidobactérias nos fermentos",
entende-se a propor¢cdo das bifidobactérias com relacdo ao namero total de
bactérias incluidas no produto alimenticio fermentado, ou seja, com relacéo a
totalidade das bifidobactérias e das outras bactérias, particularmente as
bactérias Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus.

O bom equilibrio numérico entre as bifidobactérias e as
outras cepas bacterianas no produto alimenticio fermentado apds o
procedimento de preparo e a manutencdo substancial deste equilibrio durante
o periodo de conservacdo sdo os fatores que essencialmente garantem

a qualidade do produto alimenticio.
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Uma proporcado de 50% de bifidobactérias constitui um
bom compromisso entre as probleméticas de custo (as bifidobactérias custam
caro) e as problematicas de obtencdo de uma populagdo correta de
bifidobactérias.

De acordo com um modo de realizacdo preferido, o
produto alimenticio fermentado tal como definido acima se apresenta sob a
forma de um produto alimenticio fermentado batido ou de um produto
alimenticio fermentado para beber ou de um produto alimenticio fermentado
sélido ou de um produto alimenticio fermentado infantil.

Por "produto [...] batido" entende-se um produto,
particularmente um lei, germinado, fermentado, misturado mecanicamente
depois acondicionado. A fermentacéo de tal produto ndo é efetuada em frasco
mais em mistura, em cubas. O leite coalhado € batido depois resfriado antes de
ser acondicionado em potes, que sdo armazenados no frio. Por coalhada
entende-se uma massa sélida de proteinas especialmente de leite.

Por "produto [...] para beber" entende-se um produto
em forma substancialmente liquida. Um produto para beber € um produto tal
gue, apos a etapa de misturagcdo mecanica, o produto é batido nas cubas antes
de ser embalado.

Por "produto [..] sélido" entende-se um produto
(particularmente um leite) germinado e diretamente acondicionado em potes
onde ele fermenta. Apos levedura, o produto é acondicionado em potes. Estes
potes passam em seguida, geralmente, a estufa durante 3 horas. As bactérias
se reproduzem e consomem a lactose que é entdo transformada parcialmente
em acido latico, o que modifica a estrutura das proteinas, formando o que
chamamos de "gel latico". Os potes passam em seguida a camara de frio
ventilada ou ao tubo de resfriamento e sdo armazenados a 2-4° C.

Por "produto [...] infantil" entende-se um produto adaptado

as necessidades de alimentacdo, com fraco teor de proteinas e gordura.
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O referido produto alimenticio fermentado pode ser
particularmente um iogurte ou iogurte sélido, batido ou para beber ou uma
barra contendo a matéria lactea, kefir, um biscoito com camada lactea, uma
agua contendo probidticos.

Além disto, a invencdo se refere igualmente a um
procedimento de preparo de um produto alimenticio fermentado a partir de uma
matéria de partida, compreendendo:

- uma etapa de germinacdo de uma matéria de partida,
eventualmente pasteurizada, por inoculagcdo de fermentos de germinacéo
contendo bifidobactérias para obter uma matéria germinada,

- uma etapa de fermentacdo da matéria germinada obtida
na etapa precedente, de forma a obter uma matéria fermentada,

- uma etapa de incorporacdo de pelo menos um
aminoacido sulfurado em forma livre em concentracdo de cerca de 5 a
aproximadamente 75 mg/L, em particular de cerca de 5 a aproximadamente 50
mg/L, em particular de cerca de 5 a aproximadamente 30 mg/L, em particular
de cerca de 5 a aproximadamente 20 mg/L, em particular de cerca de 10 a
aproximadamente 15 mg/L, em particular de cerca de 12 a aproximadamente
15 mg/L, e particularmente 12,5 mg/L, esta etapa de incorporagdo podendo
ocorrer

- seja antes da etapa de germinacao,

- seja de forma substancial, simultaneamente a etapa de
germinagao,

- seja apos a etapa de germinagdo e antes da etapa de
fermentacdo, desde que o produto alimenticio fermentado ndo contenha mais
de 0,5% (p/p) de extrato de levedura e/ou de autolisado de levedura.

Por "fermentacdo" entende-se uma reacdo bioquimica
gue consiste em liberar energia a partir de um substrato organico, sob a acéo
de microorganismos. Trata-se de um procedimento de transformacdo de uma

matéria-prima pelos microorganismos, transformacdo esta entdo que produz
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biomassa e metabdlitos. Em particular, a fermentacdo latica € um processo
anaerdbico de consumo da lactose pelas bactérias dos fermentos, o que
provoca a formacéo do acido latico e uma diminuicdo do pH.

A invencdo se origina da constatacdo surpreendente
efetuada pelos inventores que a regulacdo de aminoacidos sulfurados nas
gamas acima citadas, na auséncia de extrato de levedura e/ou de autolisado
de levedura ou na presenca de uma concentracdo fraca destes, permite
melhorar a resisténcia das bifidobactérias e sua capacidade de sobreviver. As
bifidobactérias contidas no produto alimenticio fermentado apds 010
procedimento de preparo da invengdo ficam em um melhor estado fisiol6gico
gue se a etapa de incorporacdo de aminoé&cidos sulfurados fosse omitida, o
gue permite a um maior numero destas bifidobactérias sobreviver durante a
conservacao do produto alimenticio fermentado que segue.

A cisteina e/ou a metionina tém entdo um efeito
bifidogénico especifico. Em compensacao, a utilizacdo do extrato de levedura
e/ou de autolisado de levedura, particularmente em concentragcdes superiores a
0,5% (p/p), tende a estimular o conjunto das bactérias contidas no produto
alimenticio fermentado, o que permite levar a um desequilibrio da simbiose
bacteriana em desfavor das bifidobactérias, e em favor particularmente, se elas
estiverem presentes, das bactérias laticas. As consequéncias deste
desequilibrio sdo modificacdo do pH, uma producéo de &cido acético e/ou de
H202, todas elas prejudiciais a qualidade do produto.

Além disto, deve-se observar que a partir de uma
concentracdo em aminoacidos sulfurados superior a 30 mg/L, em particular a
partir de uma concentracdo em aminodacidos sulfurados superior a 50 mg/L, e
mais particularmente a partir de uma concentracdo em aminoacidos sulfurados
superiores a 75 mg/L, é verificada uma clara degradacdo das propriedades
organoléticas dos produtos alimenticios. Esta degradacéo é constatada atravées
de um teste de paladar padréo tal como descrito acima, que revela a existéncia

de um paladar sulfurado suscetivel de tornar os produtos impréprios para
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consumo e para comercializacdo. E importante observar que o paladar
sulfurado desagradavel ocorre especialmente em caso de incorporacdo de
cisteina e/ou de metionina em mais de 75 mg/L, até mesmo em determinados
casos em mais de 50 ou 30 mg/L, mas também quando as concentracdes
em aminoacidos sulfurados ultrapassam tais valores em razdo da presenca
de substancias suplementares, por exemplo, extrato de levedura ou de
autolisado de levedura, especialmente em proporc¢éo superior a 0,5% (p/p).

Uma outra caracteristica importante do procedimento da
invencdo € que a incorporacao dos fermentos contendo bifidobactérias é feita
diretamente na matéria de partida destinada a tornar o produto alimenticio
fermentado, sem ter necessariamente recorrido a meios artificiais/sintéticos de
crescimento intermediarios.

De acordo com um modo de realizacdo particular, o
procedimento tal como definido acima n&o inclui etapa de acréscimo de
substancias suplementares contendo um ou mais aminoacidos sulfurados.

De acordo com um modo de realizagdo particular, o
procedimento tal como definido acima ndo inclui etapa de acréscimo de
substancias suplementares contendo um ou mais aminoacidos sulfurados em
forma livre, sendo a concentracdo de aminoécidos sulfurados em forma livre
nas substancias suplementares inferior a aproximadamente 1,7%, de
preferéncia inferior a cerca de 0,5% e a concentracao das referidas substancias
suplementares no produto alimenticio fermentado sendo inferior a
aproximadamente 0,5%.

Mais particularmente, a referida etapa de acréscimo de
substancias suplementares pode consistir em um acréscimo de um extrato de
levedura e/ou de um autolisado de levedura e/ou de um hidrolisado de
proteinas de leite, de vegetais, de soja, em uma concentracao inferior a
aproximadamente 0,5% (p/p).

De maneira preferencial, esta etapa de acréscimo de

substancias suplementares ocorre antes da etapa de fermentacdo, por
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exemplo, de forma substancial, simultaneamente a etapa de germinacéo e/ou
simultaneamente a etapa de incorporacdo de pelo menos um aminoacido
sulfurado.

O interesse de um acréscimo, de forma substancial,
simultaneamente a etapa de germinacdo e/ou simultaneamente a etapa de
incorporagdo de pelo menos um aminoacido sulfurado é de ordem pratica.
Neste caso, as substancias suplementares do tipo extrato de levedura sao pelo
menos parcialmente degradadas durante a fermentacdo, porque elas servem
de aporte nutricional para os fermentos. Assim, a concentracdo das
substancias suplementares do tipo extrato de levedura varia durante a
fermentacgéo.

Vantajosamente, o procedimento de preparacdo de um
produto alimenticio fermentado tal como definido acima inclui igualmente uma
etapa de pasteurizacdo que ocorre antes da etapa de germinacédo, permitindo
obter uma matéria de partida pasteurizada a partir da matéria de partida.

Por "pasteurizacdo" entende-se o método usual no campo
da conservacdo dos alimentos que consiste em um aquecimento rapido
sem ferver, acompanhado de um resfriamento brusco, o que permite a
destruicdo da maioria das bactérias, conservando parcialmente as proteinas.

Conforme um modo de realizagdo particular, a etapa de
incorporacdo de pelo menos um aminoacido sulfurado ocorre antes da etapa
de pasteurizacdo, sendo o ou os aminoacidos sulfurados incorporados em uma
concentracdo de cerca de 5 a aproximadamente 75 mg/L, em particular de
cerca de 5 a aproximadamente 30 mg/L, em particular de cerca de 10 a
aproximadamente 15 mg/L, em particular de cerca de 12 a 25
aproximadamente 15 mg/L, e particularmente 12,5 mg/L.

O interesse de uma incorporacdo antes da etapa de
pasteurizacdo € de ordem prética.

De acordo com outro modo de realizacdo particular, a

etapa de incorporacdo de pelo menos um aminoacido sulfurado ocorre, de
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forma substancial, simultaneamente a etapa de germinacdo, sendo 0 ou 0Ss
aminoacidos sulfurados incorporados em uma concentracdo de cerca de 5 a
aproximadamente 75 mg/L, em particular de cerca de 5 a aproximadamente 30
mg/L, em particular de cerca de 10 a aproximadamente 15 mg/L, em particular
de cerca de 12 a aproximadamente 15 mg/L, e particularmente 12,5 mg/L.

O interesse de uma incorporacdo, de forma substancial,
simultaneamente a etapa de germinacdo é de ordem econdmica (0 ou 0s
aminoéacidos sulfurados ndo sdo parcialmente destruidos por um eventual
tratamento térmico ou pasteurizacdo antes da germinacao) e de ordem pratica.

De acordo com outro modo de realizagdo particular, a
etapa de incorporacao de pelo menos um aminoacido sulfurado ocorre apos da
etapa de germinacdo e antes da etapa de fermentacdo, sendo o0 ou o0s
aminoéacidos sulfurados incorporados em uma concentracdo de cerca de 5 a
aproximadamente 50 mg/L, em particular de cerca de 5 a aproximadamente 30
mg/L, em particular de cerca de 5 a aproximadamente 20 mg/1, em particular
de cerca de 10 a aproximadamente 15 mg/L, em particular de cerca de 12 a
aproximadamente 15 mg/L e particularmente 12,5 mg/1.

O interesse de uma incorporacdo apos a etapa de
germinacdo e antes da etapa de fermentacdo € de ordem prética e garante
uma sobrevida aumentada das bifidobactérias durante o armazenamento do
produto.

Deve-se observar que no caso em que a incorporagéo do
ou dos amino&cidos sulfurados ocorra antes da etapa de pasteurizacao, a
guantidade de aminoéacidos sulfurados a incorporar deve ser majorada em
cerca de 30 a 50% com relacdo ao caso em que esta incorporacdo ocorra
apos a eventual etapa de pasteurizacdo, ou seja, de forma substancial,
simultaneamente a etapa de germinacédo ou apds a etapa de germinacdo. Na
verdade, no primeiro caso, uma parte dos aminoéacidos sulfurados € destruida

guando da pasteurizacao.
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Em outras palavras, a parte superior da gama de
concentracdo de aminoacidos sulfurados de 50-75 mg/L, que estd incluida na
gama de concentracdo de aminoacidos sulfurados prevista na invencdo se
refere mais especificamente ao caso ou a incorporacdo dos aminoacidos
sulfurados anteriormente a uma etapa de pasteurizagéo.

Deve-se observar que é desejavel dividir a etapa de
incorporagdo de aminoacidos sulfurados em duas sub-etapas ou mais, que
podem eventualmente ocorrer em momentos diferentes no procedimento
conforme a invencdo. A concentracdo de aminoacidos sulfurados que é
indicada acima corresponde entdo a concentracdo total de aminoacidos
sulfurados apds diferentes sub-etapas de incorporacdo de aminodcidos
sulfurados.

De acordo com um modo de realizacdo preferencial, o
procedimento de preparagdo de um produto alimenticio fermentado tal como
definido acima compreende uma etapa de acréscimo de uma preparacao
intermedidria simultaneamente a etapa de germinacdo ou entre a etapa de
germinacdo e a etapa de fermentacdo, de forma a obter, a partir da matéria
germinada, uma matéria germinada completada, ou apds a etapa de
fermentacdo, de forma a obter, a partir da matéria fermentada, uma matéria
fermentada completada, a referida preparacdo intermediaria contendo uma
preparacdo de frutas e/ou de cereais e/ou de aditivos tais como aromas e
corantes, podendo a referida etapa de acréscimo de uma preparacéo
intermedidria ocorrer simultaneamente a etapa de incorporacdo de pelo menos
um aminoacido sulfurado.

A preparacdo intermediaria pode particularmente ser
engrossada (fibras sollveis e insolaveis, alginatos, carragenanos, goma
xantana, pectina, amido, particularmente em forma de gelatina, goma gelana,
celulose e seus derivados, goma de guar e de carouba, inulina) ou
edulcorantes (aspartame, acesulfame K, sacarina, sacarose, ciclamato) ou

conservantes.
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Exemplos de aromas sao: o aroma de macga, laranja,
morango, kiwi, coco.

Exemplos de corantes séo: o beta caroteno, o carmim, 0
vermelho de cochonilha.

Além disto, o preparo de frutas acima referido pode conter
frutas inteiras ou em pedagos ou em geléia ou em compota, permitindo, por
exemplo, obter iogurtes com frutas.

A preparacdo intermediaria pode ainda conter extratos
vegetais (soja, arroz...).

De acordo com outro modo de realizagcdo da invencgéao,
a etapa de germinagcdo compreende a inoculacdo de fermentos de
germinacdo contendo cerca de 106 a aproximadamente 2.108, mais
particularmente cerca de 10° a aproximadamente 10’ bifidobactérias por mL
(ou por grama) de matéria de partida.

Se inoculamos uma quantidade de bifidobactérias
superior a esta gama, falsos paladares do tipo 4cido acético séo suscetiveis de
se desenvolverem. Se inoculamos uma quantidade de bifidobactérias inferior a
esta gama, a quantidade final de bifidobactérias sera insuficiente.

Vantajosamente, no procedimento de preparacdo de um
produto alimenticio fermentado conforme a invencdo, as bifidobactérias séo
selecionadas dentre as bactérias do tipo Bifidobacterium animalis,
particularmente Bifidobacterium animalis animalis e/ou Bifidobacterium animalis
lactis e/ou Bifidobacterium breve e/ou Bifidobacterium longum e/ou
Bifidobacterium infantis e/ou Bifidobacterium bifidum.

De maneira particularmente preferencial, no

procedimento de preparacédo de um produto alimenticio fermentado conforme a
invencdo, as bifidobactérias sdo selecionadas dentre as bactérias do tipo
Bifidobacterium animalis.

Vantajosamente, no procedimento de preparacdo de um

produto alimenticio fermentado conforme a invencdo, os fermentos de
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germinacao contém as bactérias laticas, em particular uma ou mais bactérias
do género Lactobacillus spp. e especialmente Lactobacillus delbrueckii
bulgaricus e/ou Lactobacillus casei e/ou Lactobacillus reuteri e/ou Lactobacillus
acidophilus e/ou Lactobacillus helveticus e/ou Lactobacillus plantarum e/ou
bactérias do tipo Lactococcus cremoris e/ou Streptococcus thermophilus e/ou
Lactococcus lactis e/ou uma ou mais bactérias do género Leuconostoc.

De acordo com um modo de realizacdo benéfico do
procedimento de preparacdo de um produto alimenticio fermentado da
invencado, a proporcao das bifidobactérias nos fermentos de germinacéao é de
cerca de 20 a aproximadamente 75%, particularmente de cerca de 30 a
aproximadamente 50%, particularmente de cerca de 35 a aproximadamente
40% e particularmente de cerca de 37,5%.

Por "proporcdo das bifidobactérias nos fermentos de
germinacao”, entende-se a proporcdo das bifidobactérias com relacdo a
totalidade das bactérias inoculadas quando da etapa de germinacao.

Esta proporcdo corresponde a uma otimizagcdo em
termos de custo e de concentracdo final de bifidobactérias, ocorrendo que,
guanto maior a concentracao de bifidobactérias no inicio, mais elas aumentam
a competicdo em termos de crescimento com relacdo as outras cepas dos
fermentos, e mais rapidamente a concentracdo O6tima de bifidobactérias é
alcancada.

De acordo com um modo de realizacdo preferencial do
procedimento de preparo de um produto alimenticio fermentado da invengéo, a
matéria de partida é a base de sumo vegetal e particularmente de sumo de
fruta ou de sumo de legume, como o de soja, ou de produto lacteo, e,
particularmente, de leite de vaca e/ou de leite de cabra.

A matéria de partida pode igualmente conter leite de
ovelha e/ou leite de camelo e/ou leite de égua.

Caso o produto alimenticio fermentado seja um produto

lacteo, a matéria de partida pode conter leite, leite em p0, aclcar, uma mistura
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de leite e de sumo vegetal, uma mistura de leite e de sumo de fruta, uma
mistura de leite e de amido.

Vantajosamente, o procedimento de preparacdo de um
produto alimenticio fermentado de acordo com a invencao é tal que a matéria
de partida pasteurizada € uma matéria de partida pasteurizada, reaquecida,
facultativamente homogeneizada e resfriada, obtida a partir de uma matéria
bruta, o referido procedimento compreendendo antes da etapa de
germinacao as seguintes etapas sucessivas:

- uma etapa de padronizacdo em matéria gordurosa da
matéria bruta de forma a obter uma matéria padronizada,

- uma etapa de enriquecimento em matéria seca da
matéria padronizada obtida na etapa precedente, de forma a obter uma matéria
enriquecida,

- uma etapa de pré-aquecimento da matéria
enriquecida obtida na etapa precedente, de forma a obter uma matéria de
partida,

- uma etapa de pasteurizacdo e de reaquecimento da
matéria de partida obtida na etapa precedente, de forma a obter uma matéria
pasteurizada e reaquecida,

- uma etapa facultativa de homogeneizacdo da matéria
pasteurizada e reaquecida obtida na etapa precedente, de forma a obter uma
matéria pasteurizada, reaquecida e facultativamente homogeneizada,

- uma etapa de resfriamento inicial da matéria
pasteurizada, reaquecida e facultativamente homogeneizada obtida na etapa
precedente, de forma a obter uma matéria de partida pasteurizada,
reaquecida, facultativamente homogeneizada e resfriada.

Por "padronizagdo em matéria gordurosa" entende-se
uma etapa de nivelamento pré-determinada da quantidade de matéria

gordurosa presente na matéria de partida.
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O enriquecimento em matéria seca consiste no acréscimo
de proteinas e de matéria gordurosa para modificar a firmeza do coalho.

O reaquecimento consiste em um aquecimento rapido do
leite e permite destruir a flora microbiana vegetativa, das quais as formas
patogénicas. Sua duracdo tipica € de 4 a 10 minutos, particularmente de 5 a 8
minutos, e particularmente de cerca de 6 minutos.

Por "homogeneizac¢do" entende-se a dispersdo da matéria
gordurosa na matéria do tipo leite em pequenos glébulos gordurosos. A
homogeneizacéo € efetuada, por exemplo, em uma pressdo de 100 a 280 bar,
particularmente de 100 a 250 bar, particularmente de 100 a 200 bar,
particularmente de cerca de 200 bar. Esta etapa de homogeneizacdo €
meramente facultativa.

Ela estda particularmente ausente no processo de
producéo de produtos com 0% de matéria gordurosa.

De acordo com um modo de realizagdo particular, o
procedimento de preparo de um produto alimenticio fermentado tal como
definido acima consiste em uma etapa de acondicionamento entre a etapa de
germinacao e a etapa de fermentacéo, a referida etapa de acondicionamento
permitindo obter, a partir da matéria germinada obtida na etapa de germinacéo,
uma matéria germinada e embalada.

Este modo particular de realizacdo corresponde ao caso
dos produtos alimenticios fermentados de tipo sélido.

Mais particularmente, o procedimento de preparo de um
produto alimenticio fermentado tal como definido acima inclui:

- uma etapa de germinacdo de uma matéria de partida,
eventualmente pasteurizada, por inoculacdo de fermentos de germinacao
contendo cerca de 106 a aproximadamente 2.108, mais particularmente de
cerca de 106 a aproximadamente 107 bifidobactérias por mL de partida,

para obter uma matéria germinada,
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- uma etapa de acondicionamento da matéria germinada
obtida na etapa precedente, para obter uma matéria germinada acondicionada,

- uma etapa de fermentacdo da matéria germinada
acondicionada obtida na etapa precedente, de forma que a temperatura de
inicio de fermentacédo seja de cerca de 36 a aproximadamente 43°C, em
particular de cerca de 37 a aproximadamente 40° C, a temperatura de fim de
fermentacdo seja de cerca de 37 a aproximadamente 44° C, em patrticular de
cerca de 38 a aproximadamente 41° C, e o tempo de fermentacdo seja de
cerca de 6 a aproximadamente 11 horas, para obter uma matéria fermentada,

- uma etapa de resfriamento final da matéria fermentada
obtida na etapa precedente, de forma que a temperatura de inicio de
resfriamento final seja inferior a 22°C e a temperatura de fim de resfriamento
final seja de cerca de 4 a aproximadamente 10° C para obter um produto
alimenticio fermentado.

De acordo com um modo alternativo de realizagdo, que
ndo se refira a preparacdo de produtos do tipo solido, o procedimento de
preparo de um produto alimenticio fermentado de acordo com a invencéao inclui
as seguintes etapas sucessivas apos a etapa de fermentacao:

- uma etapa de resfriamento intermediario da matéria
fermentada obtida na etapa de fermentacéo, de forma a obter uma matéria preé-
resfriada,

- uma etapa de armazenamento da matéria pré- resfriada
obtida na etapa precedente, de forma a obter uma matéria armazenada,

- uma etapa de resfriamento final da matéria armazenada
obtida na etapa precedente, de forma a obter' um produto alimenticio
fermentado.

De acordo com um modo de realizagdo preferencial, a
referida etapa de fermentacgéo é tal que a temperatura de inicio de fermentacao
€ de cerca de 36 a aproximadamente 43° C e, em particular, de cerca de 37 a

aproximadamente 40° C, a temperatura de fim de fermentacédo é de cerca de
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37 a aproximadamente 44° C e, em particular, de cerca de 38 a
aproximadamente 41° C, e o tempo de fermentacdo € de cerca de 6 a
aproximadamente 11 horas.

De maneira vantajosa, a referida etapa de resfriamento
intermediério é tal que o tempo de resfriamento intermediario é de cerca de 1
hora a aproximadamente 4 horas e, em particular, de cerca de 1:30h a
aproximadamente 2 horas e a 5 temperatura de resfriamento intermediario é de
cerca de 4 a aproximadamente 22° C.

De maneira preferencial, a referida etapa de
armazenamento é tal que o tempo de armazenamento € inferior ou igual a
aproximadamente 40 horas.

De maneira benéfica, a referida etapa de resfriamento
final € tal que a temperatura de inicio de resfriamento final é inferior a
aproximadamente 22° C e a temperatura de fim de resfriamento final € de cerca
de 4 a aproximadamente 10° C.

De acordo com um modo de realizagdo preferencial, o
procedimento de preparacdo de um produto alimenticio fermentado de acordo
com a invencao inclui:

- uma etapa de germinacdo de uma matéria de partida,
eventualmente pasteurizada, por inoculagdo de fermentos de germinacdo
contendo cerca de 106 a aproximadamente 2.108, mais particularmente de
cerca de 106 a aproximadamente 107 bifidobactérias por mi (ou por grama) de
matéria de partida, para obter uma matéria germinada,

- uma etapa de fermentacdo da matéria germinada obtida
na etapa precedente, de forma que a temperatura de inicio de fermentacéo seja
de cerca de 36 a aproximadamente 43° C, em particular de cerca de 37 a
aproximadamente 40° C, a temperatura de fim de fermentacdo seja de cerca
de 37 a aproximadamente 44° C, em particular de cerca de 38 a
aproximadamente 41° C, e o tempo de fermentacdo seja de cerca de 6 a

aproximadamente 11 horas, para obter uma matéria fermentada,
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- uma etapa de resfriamento intermediario da matéria
fermentada obtida na etapa precedente, de forma que o tempo de resfriamento
intermediario seja de cerca de 1 a aproximadamente 4 horas, em particular de
cerca de 1:30 h a aproximadamente 2 horas e a temperatura de resfriamento
intermediério seja de cerca de 4 a aproximadamente 22° C, de forma a obter
uma matéria pré-resfriada,

- uma etapa de armazenamento da matéria pré-
resfriada obtida na etapa precedente, tal que o tempo de armazenamento seja
inferior ou igual a aproximadamente 40 horas, de forma a obter uma matéria
armazenada,

- uma etapa de resfriamento final da matéria armazenada
obtida na etapa precedente, tal que a temperatura de inicio de resfriamento
final seja inferior a aproximadamente 22° C e a temperatura de fim de
resfriamento final seja de cerca de 4 a aproximadamente 10° C de forma a
obter um produto alimenticio fermentado.

De acordo com um modo de realizagdo particular do
procedimento de preparacdo de um produto alimenticio fermentado tal como
definido acima, uma etapa suplementar de misturacdo esta prevista entre a
etapa de fermentacao e a etapa de resfriamento intermediério, 0 que permite
obter, a partir da matéria fermentada obtida na etapa de fermentagcdo, uma
matéria fermentada batida.

Por "misturacdo"” entende-se um procedimento de
agitacdo mecanica com o auxilio de um misturador com turbina ou com hélice.
Trata-se de uma etapa determinante para a untuosidade do produto,
especialmente o lacteo. Se a misturacdo for muito violenta, pode ocorrer uma
entrada de ar e uma separacdo do soro. Se a misturacao for insuficiente, o
produto corre o risco de se tomar muito espesso.

De acordo com um modo de realizagdo particular, o
procedimento de preparacdo de um produto alimenticio fermentado de acordo

com a invencgdo inclui apés a etapa de resfriamento final uma etapa de
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conservacdo do produto alimenticio fermentado em uma temperatura
compreendida entre cerca de 4 a aproximadamente 10° C.

A invencao se refere igualmente a um produto alimenticio
fermentado tal como obtido a partir do procedimento tal como definido acima.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A figura 1 representa uma comparagéo dos efeitos da

cisteina e da vitamina C na acidificacdo do leite pelo fermento do exemplo 1.
Em abscissa consta o tempo em minutos, em coordenada o pH. Curva A:
controle sem vitamina C nem cisteina; Curva B: Vitamina C; Curva C: cisteina.

A figura 2 representa a evolucdo da populacdo de
bifidobactérias no modelo de referéncia durante a conservagdo a 10° C. Em
abscissa, o tempo de conservacdo em dias; em coordenada, a populacédo de
bifidobactérias em UFC/ml. D : com 15 mg/1 de cisteina filtrada; : sem cisteina.

A figura 3 representa a evolucdo da populacdo de
bifidobactérias no leite em funcdo do tratamento do estimulante. Abscissa:
tempo de conservacao em dia; coordenada: populacdo em UFC/ml. Condicdes:
D controle sem cisteina nem metionina; r.aa, cisteina autoclavada; °E,
cisteina filtrada; 121, metionina autoclavada; curva em pontilhados, metionina
filtrada.

A figura 4 representa a continuagéo da 15 populacdo de
bifidobactérias no modelo produzido durante a conservagcdo a 10° C.
Abscissa: tempo de conservacdo em dias;

- coordenada: populacdo em UFC/ml. D cisteina a 12
mg/1 incorporada antes da pasteurizacdo; : controle sem cisteina.

Exemplos

Exemplo 1: estudo do modo de acdo da cisteina na

qualidade de estimulante

Utiliza-se um fermento composto por Streptococcus

thermophilus (CNCM: 1-1630) + Lactobacillus delbrueckii ssp.bulgaricus
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(CNCM: 1-1632) + Lactobacillus delbrueckii ssp.bulgaricus (CNCM: 1-1519) +
Bifidobacterium animal/is ssp lactis (CNCM: 1-2494).

Trata-se neste exemplo de estudar o modo de acéo da
cisteina na qualidade de estimulante e de determinar se ela apresenta um
efeito metabdlico ou antioxidante.

O crescimento de bifidobactérias no leito é medido na
presenca de uma solugdo de vitamina C (0,5 gil) reduzindo totalmente o
oxigénio do meio e de uma solucéo de cisteina (50 mgll).

Constituicdo do modelo produzido:

Leite em p6 desnatado Milex fornecedor Arla food: 120 g

Agua: quantidade suficiente para 1 kg

Faz-se um tratamento término consistente em uma
pasteurizacdo durante 30 minutos a 95° C em banho-maria fervente

A cisteina vem do fornecedor Sigma. A solucdo é
preparada em 500 gil, fitrada em unidade de filtragcdo Nalgene 0,2 pum (cat.
156-4020, Nalge Europe Ltd, Bélgica). Esta solugcdo é utilizada injetada de
forma estéril no modelo pasteurizado para uma concentracao final de 50 mgll.

A vitamina C vem do fornecedor Sigma. A solucdo é
preparada em 100 gil, filtrada em unidade filtradora Nalgene 0,2 um (cat.
156-4020, Nalge Europe Ltd, Bélgica). Esta solucdo € utilizada injetada de
forma estéril no modelo pasteurizado para uma concentracao final de 0,5 g/1.

As doses de germinacdo do modelo produzido séo dadas
no quadro 1 a seguir.

Quadro 1: doses de germinacgéo

Volume por 11 em pl
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Controle Cisteina Vitamina C
filtrada

I-1630 100 100 100

I-1519 + I- 220 220 220

1632

[-2494 190 190 190
Cisteina 100

Vitamina C 5ml

A germinacdo é de 5.106 UFC/ml de Streptococcus
thermophilus e de5.106 UFC/ml Lactobacillus bulgaricus.
A continuidade da acidificagdo do modelo a 37° C é
5 representada no quadro 2 a seguir, bem como na figura 1.

Quadro 2: continuidade da acidificacdo do modelo

Vitamina C Cisteina Controle
filtrada
Ta 86 90 83
Vmax -0,0079 -0,01046 -0,00791
pHm 5,96 5,82 6,06
Tmax 184 208 180
pHO 6,5 6,6 6,7
. TpH 5,5 260 248 270
TpHS5 1 391 354 412
TpH 4,8 479 417 506
JO UFC/ml 1,02.108 2,79. 108 1,47.108
Ta =tempo de laténcia (em minutos)
10 Vmax = velocidade maxima (em unidades ph/minuto)
pHmM = pH na velocidade maxima de acidificacao
Tmax = tempo em Vmax (em minutos)
pHO = pH no inicio de fermentacéo
TpH 5,5 = tempo para chegar a pH 5,5 (em minutos)
15 TpH 5 = tempo para chegar a pH 5 (em minutos)

Tph 4,8 = tempo para chegar a pH 4,8 (em minutos)
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JO UFC/ml = quantidade de bifidobactérias obtidas apo6s
fermentacéo.

Constata-se que a curva de acidificagdo em presenca de
cisteina se distingue da curva de acidificacdo em presenca de vitamina C,
sendo ela mesma quase indiscernivel da curva de acidificacdo controle sem
vitamina C nem cisteina. Considerando que a vitamina C é um antioxidante,
deduz-se que o efeito estimulante da cisteina ndo é um efeito antioxidante, mas
€ mais certamente um efeito de aporte de aminoacido essencial.

Exemplo 2: determinacdo da dose de estimulante cisteina

Utiliza-se um fermento composto por Streptococcus
thermophilus (CNCM: 1-2272) + Streptococcus thermophilus (CNCM: 1-2773) +
Streptococcus thermophilus (CNCM: 1-2130) +  Lactobacillus delbrueckii
ssp.bulgaricus (CNCM: 1-11519) + Bifidobacterium animalis ssp lactis (CNCM: I-
2494).

"Modelos de leite" sdo constituidos por iogurtes batidos
classicos contendo o fermento descrito acima.

A utilizacdo da cisteina filtrada 0,2 p, foi avaliada nos
"modelos de leite” nas propor¢cdes compreendidas de 5 mg/L a 50 mg/L (5 a 20
mg/L de maneira preferencial).

Para o método de numeragdo das bifidobactérias,
reportamo-nos a M. Grand e al., Quantitative analysis and molecular
identification of bifidobacteria strains in probiotic milk products, Eur. Food. Res.
Technol. 217:90-92 (2003).

A populacdo de bifidobactérias para o teste contendo a
maior concentracdo de L cisteina é de 3.108 UFC/ml a J+24h, J
correspondendo ao momento do acondicionamento do produto e permanece
estavel até 28 horas de conservagédo a 10° C.

A populacdo do controle padrao (Populacdo controle JO:
1.108 UFC/mI) é de 9.107 UFC/ml em 28 dias de conservacado a 10° C.
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A populacdo de bifidobactérias para o teste contendo a
mais fraca concentracdo de L cisteina € de 1.108 UFC/ml em J+ 24 h.

Determinados produtos apresentam um falso paladar
caracterizado como enxofre captado a partir de 0,002% de cisteina
acrescentada. Abaixo desta concentracdo de cisteina, os produtos sdo aceitos:
uma dose de 0,0015% representa 0 bom compromisso entre as
especificacdes organoléticas e as especificagbes em termos de populagédo
de bifidobacterium > 2.108 UFC/m.

Testes de crescimento no leite realizados na presenca de
0,0015%, ou seja, 15 mg/L de cisteina filtrada, permitiram alcancar uma
populacdo de Bifidobacterium 1-2494 de 2.8.108 UFC/ml apds 28 dias de
conservacao a 10° C (a evolucao da populacdo com relagcdo ao controle sem
cisteina é representada na figura 2).

Do ponto de vista de analise sensorial, os produtos
realizados ndo apresentam falso gosto perceptivel em comparacao ao padréo.

Exemplo 3: cinética de acidificacdo

Utiliza-se o fermento descrito no exemplo 2.

As cinéticas de acidificacdo do leito na presenca (15
mg/L) da dose 6tima de cisteina e na auséncia de cisteina (controle) mostram a
auséncia de efeito da cisteina na cinética global.

Exemplo 4: Efeito do tipo de tratamento do aminoacido

sulfurado

Avalia-se o impacto da esterilizac&o por filtracdo ou ajuste
de temperatura da cisteina e da metionina (concentracdo final utilizada: 50
mg/1).

As solucbes sdo ou filtradas a 0,2 um, ou autoclavadas
durante 5 minutos a 121° C, depois congeladas em forma de bolas no azoto
liquido.

Constituicdo do modelo:

Leite em p6 desnatado Milex fornecedor Arla food: 120 g
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Agua: quantidade suficiente para 1 kg
Tratamento término: pasteurizacdo durante 30 minutos a
95° Cem banho-maria fervente
Cisteina: fornecedor Sigma. A solucdo € preparada em
5 500 g/1, filtrada em unidade de filtracdo Nalgene 0,2 um ou esterilizada a 121°
C durante 5 minutos por autoclave pilotada por sonda de temperatura (Feting
France S.A., referéncia KL 60/101). Esta solucao é injetada de forma estéril no
modelo pasteurizado para uma concentracéo final de 50 mg/L.
Metionina: fornecedor Sigma. A solugcéo € preparada em
10 300 gil; o tratamento de filtracdo ou de esterilizacdo € idéntico aquele efetuado
para a solucdo de cisteina. Esta solucéo € injetada de forma estéril no modelo
pasteurizado para uma concentracao final de 50 mg/L.
As doses de germinacéo sdo apresentadas no quadro 3 a
seqguir.
15 Quadro 3: doses de germinacgéo

Volume paral 1l em pl

Controle

Cisteina
filtrada

Cisteina

autoclavada

Metionina

filtrada

Metionina

autoclavada

1-1630

100

100

100

100

00

I-1519+1-
1632

220

220

220

220

20

1-2494

95

95

95

95

Cisteina

filtrada

100

Cisteina

autoclavada

100

Metionina

filtrada

100

Metionina

autoclavada
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A germinacdo é de 5.106 UFC/ml de Streptococcus
thermophilus e de 5.106 UFC/ml de Lactobacillus bulgaricus.
A continuidade da populacdo de bifidobactérias no
modelo conservado a 4° C em funcdo das diversas condicbes acima é
5 representada na figura 3, bem como no quadro 4 a seguir:

Quadro 4: evolucdo da populacao de bifidobactérias

JO UFC/ml J10 J24 J29
UFC/ml UFC/ml UFC/ml
Cisteina 5,1.108 4,3.108 4,0.108 2,3.108

filtrada

Cisteina 3,1.108 5,2.108 2,8.108 1,7.108
autoclavada

Metionina  4,0.108 6,2.108 3,4.108 2,3.108
filtrada

Metionina  3,4.108 3.5.108 3.5.108 2.8.108
autoclavada

Controle 1,7.108 7.107 5.107 2.107

O tempo de referéncia JO corresponde a colocacdo em

potes (embalagem). As medidas em J10, J24, J29 sdo efetuadas
10 respectivamente 10 dias, 24 dias, 29 dias ap0s esta colocacdo em potes.

Em todos os casos, a populacdo de bifidobactérias
aumento pelo aporte de cisteina ou metionina. Nenhum efeito do tratamento
término é observavel nas condicdes

1s de teste sobre a efichcia dos estimulantes. O

15 tratamento término aplicavel na cisteina em 50 mg/1 somente degrada uma
parte, sendo a concentracéo residual (ndo avaliada) suficiente para melhorar a
populacao de bifidobactérias.

Exemplo 5: evolucdo da populacdo de bifidobactérias
durante a conservacdo em caso de incotporacdo de cisteina antes de

20 pasteurizagéo
A dose de 12 mg/l de cisteina € definida como efeito

estimulante respondendo ao volume de populacdo (2.108 UFC/ml) e

Peticéo 870200095552, de 30/07/2020, pag. 41/65



10

15

20

25

30

37/42

respondendo positivamente em termos organoléticos (sem diferenca
detectével). Esta concentragéo foi avaliada em

* incorporagcdo direta na composicdo modelo e
pasteurizada (95° C, 30 min.).

A continuidade da populagéo de bifidobactérias no modelo
produzido durante a conservagdo em 10° C esté representada na figura 4.

A populacdo de Bifidobacterium é de 2,4.108

15 UFC/ml em J1 (ou seja, 24 h de armazenamento) e
permanece estavel apos 44 dias de conservacao a 10° C (acima de 1,4. 108

- UFC/mI). O efeito estimulante é claramente demonstrado
com relacdo ao controle padrdo (1,6. 108 UFC/ml em JlI; 7,65. 107

UFC/ml em J8; 2. 107 UFC/ml em J28; 1,8. 107 UFC/mlI
em J35;

8,5. 106 UFC/ml em J44) nestas condi¢des: a populacao
em JO & maior quando se utilizam os aminoacidos sulfurados e a manutencao
da populagdo ao longo da vida do produto melhora bastante. Este efeito
estimulante permanece entretanto menos eficaz que o acréscimo de cisteina
filtrada 0,2 um no modelo (3, 108 UFC/ml), acarretando o tratamento término
uma degradacdo da cisteina (concentracdo residual inferior a 15 mg/1).
Uma

superdosagem inicial da quantidade de cisteina sera
prevista no caso em que a cisteina sofra um tratamento térmico.

Conclusbes relativas as condicdes de utilizacdo da
cisteina:

- a utilizacao da cisteina diretamente filtrada

(com o fermento) preserva a cisteina;

- seu acréscimo na composicdo do modelo tratado
termicamente da um resultado um pouco pior em termos

 de populacédo, mais deve-se levar em consideracdo a

degradacéao da cisteina quando do tratamento térmico (menos disponivel);
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- seu acrescimo através de um ingrediente lacteo (por
exemplo, GlicoMacroPeptideo correspondente ao fragmento 106-169 da
caseina kappa) tratado termicamente da menos bons resultados (menos
disponivel);

- seu acréscimo em forma congelada com o fermento é
possivel.

- Exemplo 6: fabricacdo de um iogurte batido gorduroso
de acordo com a invencgdo em escala de laboratorio (micro-fabricacéo):

20 Composicéao do leite e reidratatacéo

O iogurte batido é composto pelos seguintes ingredientes:
leite desnatado com 0% de matérias gordurosas, creme com 40% de matérias
gordurosas e leite em p6 desnatado (PLE) com 33% de proteinas.

Em um primeiro momento, todos os ingredientes sao
associados em conjunto para padronizar o leite

com uma taxa protéica (TP) de 4,4 %, uma taxa de
matérias gordurosas (MG) de 3,5% e uma taxa de matérias secas de 15,8%
com agitacao do meio durante 60 minutos com cerca de 750 giros/min com um
agitador HEIDOLPH® para que as proteinas

5 se reidratem.

O controle da padronizacao é efetuado com detector infra-
vermelho MILKOSCAN FT 120® da sociedade FOSS®. Abaixo, um exemplo
das quantidades necessarias de

#1 cada ingrediente para obter os volumes que
caracterizam o leite.

Ingredientes Em%

Leite

desnatado 0% MG 87,5

Creme a 40%

MG 8,7

Proteinas de
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leite desnatado 33% TP 3,8

TOTAL 100

2. Homogeneizagao

O leite é entdo aquecido entre 50° e 60° C para fundir
bem os glébulos de gordura. Uma vez que a temperatura seja atingida, os 10
litros sdo homogeneizados no MICROFLUIDIZER® da sociedade
MICROCORPS®. Isto permite quebrar os glébulos de gordura, passando o leite
em capilares através de uma grade e sob uma pressao de 350 Bars.

Pasteurizacéo

Um banho-maria da sociedade MEMMERT® € preparado
e regulado a 103° C. O leite é transferido para 8 garrafas de 1 litro com uma
pesagem precisa desta quantidade para cada garrafa.

As garrafas sdo imersas até a parte de baixo do gargalo
em 103° C durante 35 minutos, depois 10 minutos a 95° C

* N0 mesmo banho-maria.

4. Resfriamento e armazenamento

As garrafas sao resfriadas em um banho de agua fria em
fluxo continuo, depois armazenadas a 4° C no refrigerador de 12 a 24 horas, de
acordo com o planejamento previsto no teste.

5. Reaquecimento

15 As garrafas de leite sdo retiradas do refrigerador

45 minutos antes da inoculacdo dos fermentos e
colocadas em

- banho-maria em temperatura de fermentacdo
considerada, ou seja 37°C.

6. Fermentacéao

Apés inoculacdo dos fermentos (5.106 UFC/ml de
Streptococcus thermophilus; 5.106 UFC/ml de Lactobacillus bulgaricus; 5.106
UFC/ml de bifidobactérias) e a L-cisteina (15 mg/l) em temperatura de

fermentacédo 37° C, as garrafas sdo novamente mergulhadas em banho-
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maria e a acidificacdo é acompanhada pelo CINAC® da sociedade
YSEBAERT® até um pH de 4,8.

7. Retirada de coagulos e alisamento

A retirada de coagulos da garrafa é feita a mao. O iogurte
sem coagulos é colocado na rampa da plataforma de alisamento. O alisamento
é feito através de uma grade metdlica de porosidade 500 microns e o produto
alisado é resfriado a 20° C através de um circuito de troca em agua gelada.

8. Embalagem e armazenamento

A embalagem é feita manualmente em potes de ti 125
ml e a tampa € lacrada com lacradora DNV-100-25 PPV-A® da sociedade
FESTO®. Os produtos sdo armazenados em camara fria 10° C durante todo o
teste.

Exemplo 7: Avaliacdo da dose de cisteina a acrescentar
para obter um produto de boa qualidade organolética e contendo a populacao
desejada de Bifidobactérias (OJ-y

Diferentes produtos foram preparados com doses
crescentes de cisteina (ver o quadro abaixo).

O controle foi o produto lacteo classico contendo o
fermento.

Gama:

Volume/ IL dose Cisteina

3,2mL 0,0080% 80 mg/L

2mL 0,0050% 50 mg/1,

0,8 nL 0,0020% 20 mg/L

0,4mL 0,0010% 10 mg/L

0,2mL 0,0005% 5 mg/L

Cada produto foi provado por 4 pessoas que conhecem
muito bem o produto de referéncia do ponto de vista organolético. Estas
pessoas deram sua opinido em termos de presenca de mau paladar (gosto de

enxofre, acidez), sendo a referéncia o produto classico ndo contendo cisteina.
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Resultados

0,0015%

3,10E+06 I,50E+08 2,40E+08 Nenhuma

deteccdo de mau paladar

0,001%

6 3,90E+06 [,10E+08 |,20E=08 Nenhuma

deteccao de mau paladar

0,0005%

N&o sendo adose de 0,0015% ainda Otima do ti ponto
de vista organolético, a dose de 0,00125% foi testada. Esta dose representa
um compromisso muito bom entre a especificagcdo em termos de manutencéo
de populacéo e a especificagdo em termos de qualidade organolética.

O perfil sensorial de um produto adicionado com
0,00125% (12,5 mg/1) de cisteina foi realizado por uma banca de peritos
treinados para este tipo de degustagdo composto por 15 pessoas.

- Duas repeticoes foram efetuadas. Os degustadores
tinham que julgar o produto em 23 itens. Os resultados destes itens (essenciais
para definir a qualidade organolética do produto com relacdo ao produto de
referéncia) ndo demonstraram diferenga significativa nociva nestes itens.
Estes itens foram os seguintes:

Aspecto no produto

- Soro visual (avaliacédo visual da quantidade de soro na
superficie do produto)

Textura da colher antes da misturagdo do produto)
produto

- Impressao (apura a estabilidade da estrutura do Textura
da colher antes da misturacéo do

- Espessura (resisténcia para deslocamento da colher)

« dorso da colher)

- Fio (continuidade do fio de escoamento)

Peticéo 870200095552, de 30/07/2020, pag. 46/65



10

15

20

25

30

42/42

- Cobertura (quantidade de produto que cobre o

Textura na boca apds misturacdo do produto

- Fugaz (velocidade de desaparecimento do produto na
boca)

- Revestimento (reveste a parede bucal)

- Gorduroso (sensacédo de gordura na boca)

- Doce (sensacéo de dogura na boca)

Sabores

-Acido

-Acucarado

-Amargo

- Adstringente

Aromas do leite

- Gosto desagradavel

-Creme

-Manteiga

- Leite

- Queijo fresco

- Acetaldeido

- Soro de leite

- Lactona

- Liméo

- Batata

O resultado pesquisado €é uma auséncia de
diferenca significativa entre o0 produto de referéncia e 0 produto
suplementado com a cisteina.

No caso presente, um produto de acordo com a invengéao,
suplementado com 12,5 mg/1 de cisteina ndo apresenta diferenca significativa
em termos de aspecto, de textura, de sabores e de paladares com relacdo ao

produto de referéncia.
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REIVINDICACOES

1. Procedimento de preparacdo de um produto alimenticio

fermentado a partir de uma matéria de partida, caracterizado pelo fato de que
compreende:

- uma etapa de inoculacdo de uma matéria de partida,
opcionalmente pasteurizada, por inoculagdo de fermentos de inoculacéo
contendo bifidobactérias, Lactobacillus delbrueckii bulgaricus e Streptococcus
thermophilus, livre de Lactobacillus acidophilus para obter uma matéria
inoculada,

- uma etapa de fermentacdo da matéria inoculada obtida
na etapa precedente, de forma a obter uma matéria fermentada,

- uma etapa de incorporacdo de pelo menos um
aminoéacido sulfurado em forma livre em concentracdo de 5 a 30 mg/L, em
particular de 5 a 20 mg/L, em particular 10 a 15 mg/L, em particular de 12 a 15
mg/L, e em particular 12,5 mg/L, esta etapa de incorporacao podendo ocorrer

- seja antes da etapa de inoculacao,

- seja simultaneamente a etapa de inoculacao,

- ouU apos a etapa de inoculacdo e antes da etapa de
fermentacdo, desde que o produto alimenticio fermentado contenha até 0,5%
(p/p) de extrato de levedura e/ou de autolisado de levedura, referido produto
alimenticio fermentado seja livre de sabor tipo sulfuroso e contenha mais do
gue 5,10’ UFC, em particular mais de 10® UFC, por grama de produto
alimenticio fermentado durante um periodo de conservacao de pelo menos 30
dias.

2. Procedimento, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que compreende:

- uma etapa de inoculacdo de uma matéria de partida,
opcionalmente pasteurizada, por inoculagdo de fermentos de inoculac&o

contendo bifidobactérias, para obter uma matéria inoculada,
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- uma etapa de fermentacdo da matéria inoculada obtida
na etapa precedente, de forma a obter uma matéria fermentada,

- uma etapa de incorporagcdo de pelo menos um
aminoéacido sulfurado em forma livre em concentracdo de 5 a 30 mg/L, em
particular de 5 a 20 mg/L, em particular 10 a 15 mg/L, em particular de 12 a 15
mg/L, e particularmente 12,5 mg/L, esta etapa de incorporagcdo podendo

ocorrer
- seja antes da etapa de inoculacao,
- seja simultaneamente a etapa de inoculacao,
- ou ap6s a etapa de inoculacdo e antes da etapa de
fermentacgéo.

3. Procedimento, de acordo com a reivindicacdo 2,
caracterizado pelo fato de que compreende uma etapa de adicdo de
substéancias adicionais contendo um ou mais aminoacidos contendo enxofre na
forma livre, a concentracdo de aminoacidos contendo enxofre na forma livre
nas substancias suplementares inferior a 0,5% e a concentracdo das referidas
substancias suplementares no produto alimenticio fermentado sendo inferior a
0,5%.

4. Procedimento, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 3,
caracterizado pelo fato de que compreende uma etapa de acréscimo de
substancias suplementares constituidas por um extrato de levedura e/ou por
um autolisado de levedura e/ou hidrolisado de proteinas de leite, de vegetais,
de soja, em uma concentragdo inferior a 0,5% (p/p).

5. Procedimento de preparacdo de um produto alimenticio
fermentado, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 4,
caracterizado pelo fato de que compreende igualmente uma etapa de
pasteurizacdo que ocorre antes da etapa de inoculacdo, permitindo obter uma
matéria de partida pasteurizada a partir da matéria de partida.

6. Procedimento de preparacdo de um produto alimenticio

fermentado, de acordo com a reivindicacao 5, caracterizado pelo fato de que a
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etapa de incorporacdo de pelo menos um aminoacido sulfurado ocorre antes
da etapa de pasteurizagdo, sendo o ou 0s aminoacidos sulfurados
incorporados em uma concentracdo de 5 a 30 mg/L, em particular de 10 a 15
mg/L, em particular de 12 a 15 mg/L e particularmente 12,5 mg/L.

7. Procedimento de preparacédo de um produto alimenticio
fermentado, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 5,
caracterizado pelo fato de que a etapa de incorporagédo de pelo menos um
aminoécido sulfurado ocorre, simultaneamente a etapa de inoculacdo, sendo o
ou os aminoacidos sulfurados incorporados em uma concentracdo de 5 a 30
mg/L, em particular de 5 a 20 mg/L, em particular de 10 a 15 mg/L, em
particular de 12 a 15 mg/L e em particular 12,5 mg/L.

8. Procedimento de preparacdo de um produto alimenticio
fermentado, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 5,
caracterizado pelo fato de que a etapa de incorporacdo de pelo menos um
aminoacido sulfurado ocorre apés da etapa de inoculacdo e antes da etapa de
fermentacdo, sendo o ou os aminoacidos sulfurados incorporados em uma
concentracdo | de 5 a 30 mg/L, em particular de 5 a 20 mg/L, em particular de
10 a 15 mg/L, em particular | de 12 a 15 mg/L e em particular 12,5 mg/L.

9. Procedimento de preparacao de um produto alimenticio
fermentado de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 8,
caracterizado pelo fato de que compreende uma etapa de acréscimo de uma
preparacao intermediaria simultaneamente a etapa de inoculacdo ou entre a
etapa de inoculagcéo e a etapa de fermentacdo, de forma a obter, a partir da
matéria inoculada, uma matéria inoculada completada, ou ap6és a etapa de
fermentacdo, de forma a obter, a partir da matéria fermentada, uma matéria
fermentada completada, a referida preparacdo intermediaria contendo uma
preparacdo de frutas e/ou de cereais e/ou de aditivos tais como aromas e
corantes, podendo a referida etapa de acréscimo de uma preparacao
intermediaria ocorrer simultaneamente a etapa de incorporacédo de pelo menos

um aminoacido sulfurado.
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10. Procedimento de preparagdo de um produto
alimenticio fermentado, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 9,
caracterizado pelo fato de que a etapa de inoculacdo compreende a
inoculacdo de fermentos de inoculacdo contento 10° a 2,108 UFC, mais
particularmente de 108 a 107 UFC, por mL de matéria de partida.

11. Procedimento de preparagdo de um produto
alimenticio fermentado, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a
10, caracterizado pelo fato de que as bifidobactérias sdo selecionadas dentre
as bactérias do tipo Bifidobacterium animalis, particularmente Bifidobacterium
animalis animalis e/ou Bifidobacterium animalis lactis e/ou Bifidobacterium
breve e/ou Bifidobacterium longum e/ou Bifidobacterium infantis e/ou
Bifidobacterium bifidum.

12. Procedimento de preparagdo de um produto
alimenticio fermentado, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a
11, caracterizado pelo fato de que as bifidobactérias sdo selecionadas dentre
as bactérias do tipo Bifidobacterium animalis.

13. Procedimento de preparagdo de um produto
alimenticio fermentado, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a
12, caracterizado pelo fato de que a proporcdo das bifidobactérias nos
fermentos de inoculacdo € de 20 a 75%, particularmente de 30 a
aproximadamente 50%, particularmente de 35 a 40% e particularmente de
37,5%.

14. Procedimento de preparagdo de um produto
alimenticio fermentado, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a
13, caracterizado pelo fato de que a matéria de partida é a base de sumo
vegetal e particularmente de sumo de fruta ou de sumo de legume, tal como de
suco de soja, ou de produto lacteo, e, particularmente, de leite de vaca e/ou de
leite de cabra.

15. Procedimento de preparagdo de um produto

alimenticio fermentado, de acordo com qualquer uma das reivindicacfes 1 a
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14, caracterizado pelo fato de que a matéria de partida € uma matéria de
partida pasteurizada, reaquecida, facultativamente homogeneizada e resfriada,
obtida a partir de uma matéria bruta, o referido procedimento compreendendo
antes da etapa de inoculac&o as seguintes etapas sucessivas:

- uma etapa de padronizacdo em matéria gordurosa da
matéria bruta de forma a obter uma matéria padronizada,

- uma etapa de enriguecimento em matéria seca da
matéria padronizada obtida na etapa precedente, de forma a obter uma matéria
enriquecida,

- uma etapa de pré-aquecimento da matéria enriquecida
obtida na etapa precedente, de forma a obter uma matéria de partida,

- uma etapa de pasteurizacdo e de reaquecimento da
matéria de partida obtida na etapa precedente, de forma a obter uma matéria
pasteurizada e reaquecida,

- uma etapa facultativa de homogeneizacdo da matéria
pasteurizada e reaquecida obtida na etapa precedente, de forma a obter uma
matéria pasteurizada, reaquecida e facultativamente homogeneizada,

- uma etapa de resfriamento inicial da matéria
pasteurizada, reaquecida e facultativamente homogeneizada obtida na etapa
precedente, de forma a obter uma matéria de partida pasteurizada, reaquecida,
facultativamente homogeneizada e resfriada.

16. Procedimento de preparagdo de um produto
alimenticio fermentado de tipo firme, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 15, caracterizado pelo fato de que compreende uma etapa
de acondicionamento entre a etapa de inoculacao e a etapa de fermentacao, a
referida etapa de acondicionamento permitindo obter, a partir da matéria
inoculada obtida na etapa de inoculacdo, uma matéria inoculada e

acondicionada.
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17. Procedimento de preparagdo de um produto
alimenticio fermentado, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a
16, caracterizado pelo fato de que compreende:

- uma etapa de inoculacdo de uma matéria de partida,
eventualmente pasteurizada, por inoculacdo de fermentos de inoculagéo
contendo 10° a 2,108 UFC, mais particularmente de 10° a 10’ UFC por mL de
partida, para obter uma matéria inoculada,

- uma etapa de acondicionamento da matéria inoculada
obtida na etapa precedente, para obter uma matéria inoculada acondicionada,

- uma etapa de fermentagcdo da matéria inoculada
acondicionada obtida na etapa precedente, de forma que a temperatura de
inicio de fermentacdo seja de 36 a 43° C, em particular de 37 a 40° C, a
temperatura de fim de fermentacdo seja de 37 a 44° C, em particular de 38 a
41° C, e o tempo de fermentacdo seja de 6 a 11 horas, para obter uma matéria
fermentada,

- uma etapa de resfriamento final da matéria fermentada
obtida na etapa precedente, de forma que a temperatura de inicio de
resfriamento final seja inferior a 22° C e a temperatura de fim de resfriamento
final seja de 4 a 10° C para obter um produto alimenticio fermentado.

18. Procedimento de preparagdo de um produto
alimenticio fermentado, de acordo com qualquer uma das reivindicacfes 1 a
15, caracterizado pelo fato de que compreende as seguintes etapas
sucessivas apos a etapa de fermentacao:

- uma etapa de resfriamento intermediario da matéria
fermentada obtida na etapa de fermentacédo, de forma a obter uma matéria pré-
resfriada,

- uma etapa de armazenamento da matéria pré-resfriada

obtida na etapa precedente, de forma a obter uma matéria armazenada,
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- uma etapa de resfriamento final da matéria armazenada
obtida na etapa precedente, de forma a obter um produto alimenticio
fermentado.

19. Procedimento de preparagdo de um produto
alimenticio fermentado, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 15
ou 18, caracterizado pelo fato de que a referida etapa de fermentacao é tal
gue a temperatura de inicio de fermentacéo é de 36 a 43° C e, em particular,
de 37 a 40° C, a temperatura de fim de fermentacdo é de 37 a 44° C e, em
particular, de 38 a 41° C, e o tempo de fermentacéo é de 6 a 11 horas.

20. Procedimento de preparacdo de um produto
alimenticio fermentado, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 18 ou
19, caracterizado pelo fato de que a etapa de resfriamento intermediéario é tal
gue o tempo de resfriamento intermediario € de 1 hora a 4 horas e, em
particular, de 1:30 h a 2 horas e a temperatura de resfriamento intermediario €
de 4 a 22°C.

21. Procedimento de preparacdo de um produto
alimenticio fermentado, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 18 a
20, caracterizado pelo fato de que a etapa de armazenamento € tal que o
tempo de armazenamento é inferior ou igual a 40 horas.

22. Procedimento de preparacdo de um produto
alimenticio fermentado, de acordo com qualquer uma das reivindicacfes 18 a
21, caracterizado pelo fato de que a etapa de resfriamento final é tal que a
temperatura de inicio de resfriamento final é inferior a 22° C e a temperatura de
fim de resfriamento final € de 4 a 10° C.

23. Procedimento de preparacdo de um produto
alimenticio fermentado, de acordo com qualquer uma das reivindica¢cdes 1 a 15
ou 18 a 22, caracterizado pelo fato de que compreende:

- uma etapa de inoculagdo de uma matéria de partida,

eventualmente pasteurizada, por inoculacdo de fermentos de inoculagéo
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contendo 10° a 2,108 UFC, mais particularmente de 10° a 10’ UFC por mL de
matéria de partida, para obter uma matéria inoculada,

- uma etapa de fermentacdo da matéria inoculada obtida
na etapa precedente, de forma que a temperatura de inicio de fermentacao seja
de 36 a 43° C, em particular de 37 a 40° C, a temperatura de fim de
fermentacédo seja de 37 a 44° C, em particular de 38 a 41° C, e o tempo de
fermentacdo seja de 6 a 11 horas, para obter uma matéria fermentada,

- uma etapa de resfriamento intermediario da matéria
fermentada obtida na etapa precedente, de forma que o tempo de resfriamento
intermediario seja de 1 a 4 horas, em particular de 1:30 h a 2 horas e a
temperatura de resfriamento intermediario seja de 4 a 22° C, de forma a obter
uma matéria pré-resfriada,

- uma etapa de armazenamento da matéria pre-resfriada
obtida na etapa precedente, tal que o tempo de armazenamento seja inferior ou
igual a 40 horas, de forma a obter uma matéria armazenada,

- uma etapa de resfriamento final da matéria armazenada
obtida na etapa precedente, tal que a temperatura de inicio de resfriamento
final seja inferior a 22° C e a temperatura de fim de resfriamento final seja de 4
a 10° C de forma a obter um produto alimenticio fermentado.

24. Procedimento de preparacdo de um produto
alimenticio fermentado, de acordo com qualquer uma das reivindicacfes 18 a
23, caracterizado pelo fato de que compreende uma etapa suplementar de
misturagcdo entre a etapa de fermentacdo e a etapa de resfriamento
intermediério, 0 que permite obter, a partir da matéria fermentada obtida na
etapa de fermentacdo, uma matéria fermentada batida.

25. Procedimento de preparacdo de um produto
alimenticio fermentado, de acordo com qualquer uma das reivindicacfes 18 a
24, caracterizado pelo fato de que inclui apos a etapa de resfriamento final,
uma etapa de conservacdo do produto alimenticio fermentado em uma

temperatura compreendida entre cerca de 4 a 10°C.
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