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DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZAGAO E OTIMIZAGAO DE BEBIDA FERMENTADA
PROBIOTICA DE SOJA COM FARINHA DE BANANA VERDE

RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de desenvolver e avaliar as caracteristicas fisico-
quimicas, sensoriais € a qualidade microbiolégica de bebidas fermentadas por micro-
organismos probiéticos, elaboradas com 8,10 e 12% de extrato hidrossoluvel de soja em pé,
0, 2, 3 e 4% de farinha de banana verde em po, € 12% de sacarose em todas as formulacoes,
propondo uma formulagdo com melhor desenvolvimento de bactérias laticas totais, dada a
influéncia das duas variaveis (diferentes percentuais de soja e farinha de banana) sobre a
contagem de bactérias laticas totais, em seus aspectos fisico-quimicos e sobre a sua
aceitacdo sensorial. Foram desenvolvidos 12 tratamentos. As bebidas fermentadas de soja
foram avaliadas quanto ao pH, acidez em &cido latico, umidade, cinzas, lipidios, proteina,
carboidratos totais, fibra alimentar, atividade de agua, residuo mineral fixo, enumeracao de
bactérias laticas totais, contagem de coliformes a 35 °C e 45 °C, contagem de bolores e
leveduras, aceitacdo sensorial (escala hedbnica de nove pontos). Os resultados obtidos,
submetidos a ANOVA e ao teste de médias (nivel de significAncia a 5%), revelaram que a
porcentagem de adigao do extrato hidrossoluvel de soja influenciou na contagem de bactérias
laticas totais, principalmente nos tratamentos com 10% de adigdo do extrato. O mesmo
ocorreu nos tratamentos com adi¢ao de 1, 2, 3% de farinha de banana em pé, nesta escala.
Sob o ponto de vista microbiolégico, todas as amostras estavam aptas para serem
consumidas, segundo a legislacao vigente, durante 35 dias de armazenamento. O tratamento
com 10% de extrato de soja e 3% de farinha de banana destacou-se pelos melhores
resultados na contagem microbiologica de bactérias laticas, todavia quando otimizado, o
comportamento foi igual, alterando apenas o patamar da contagem. Todos os produtos
desenvolvidos neste estudo apresentaram uma aceitabilidade satisfatéria, com indice superior
a 70% para impressao global do produto, o que significa que sera bem aceito caso seja
lancado no mercado consumidor.

Palavras-chave: Fisico-quimica, microbiolégica, analise sensorial.
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DEVELOPMENT, CHARACTERIZATION AND OPTIMIZATION OF SOYBEAN
FERMENTED PROBIOTIC DRINK WITH GREEN BANANA FLOUR

ABSTRACT

This work was conducted with the objective of developing and evaluate the physico-chemical,
sensory and microbiological quality of fermented beverages by probiotic microorganisms, with
water-soluble extract of soybean powder (8, 10, 12%), and 0, 2, 3 and 4 % addition of green
banana flour powder, and 12% of sucrose in all formulations, proposing a good development
of total lactic acid bacteria , through the investigation of the influence of two variables (different
percentages of soy and banana flour) on the total of lactic acid bacteria count , and the physical
and chemical aspects, and the sensory acceptance as well. Twelve treatments were
developed. Fermented beverages of soybeans were evaluated at pH, lactic acid acidity,
moisture, ash, lipids, protein, total carbohydrates, dietary fiber, water activity, fixed mineral
residue, enumeration of lactic acid bacteria, total coliform count( 35° C and 45° C), yeast and
mould count, sensory acceptance (hedonic scale of nine points). The results were submitted
to ANOVA and Tukey test (the significance level 5. The data obtained, showed that the
percentage of water-soluble soybean extract influenced in the total count of lactic acid bacteria,
mainly in 10 treatments added with this ingredient. The same occurred in the treatments with
addition of 1%, 2%, 3% of banana flour powde. Under the microbiological point of view, all
samples were able to be consumed, according to the current legislation, during 35 days of
storage. The treatment with 10% of soy extract and 3% of banana flour, presented the best
results in teh microbiological count of lactic acid bacteria, however when optimized, the
behavior were equal among all treatments, changing only the threshold count. Soy has sensory
features that limit it’s consumption, as the beany taste and aroma, due to the action of the
lipoxigenases enzymes, however, the products developed, in this study, presented a
satisfactory acceptability.

Keywords: Physical-chemical, microbiological, sensory analysis.
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1 INTRODUCAO

O consumo de bebidas e alimentos que ndo sao produzidos com leite € uma tendéncia
crescente em todo o mundo. O desenvolvimento de produtos probioticos nao lacteos permite
que pessoas intolerantes a lactose possam consumir esse tipo de produto. Circunstancia que,
nos ultimos 20 anos, determinou um aumento consideravel, no mercado global, de produtos
derivados de soja [Glycine max (L.) Merril], principalmente daqueles voltados para o consumo
humano.

O desenvolvimento de alimentos funcionais e produtos bioativos inovadores pode
exigir uma mudanca de paradigma no processo de desenvolvimento de produtos alimenticios.
Atualmente, pesquisas nas industrias de alimentos tém priorizado o desenvolvimento de
alimentos que podem promover a saude e o bem-estar. Nesse sentido, observa-se um
aumento do desenvolvimento de produtos a base de soja, ndo s6 devido ao seu contetido de
vitamina e mineral, mas também porque eles sdo bons substitutos para o leite na dieta de
pessoas intolerantes a lactose.

A bebida fermentada de soja é obtida pela fermentagdo do extrato hidrossoltvel de
soja com varios micro-organismos, especialmente bactérias acido-laticas. Exceto a melhora
dos atributos sensoriais, 0 processo de fermentagéo reduz ou mascara as propriedades de
compostos indesejaveis como, por exemplo, a rafinose e a estaquiose, que sao reconhecidos
como fatores que promovem desconforto gastrointestinal.

No Brasil, o consumo de produtos a base de soja tem aumentado gradualmente. Nos
ultimos 5 (cinco) anos, a industria langou novos tipos de alimentos e as vendas aumentaram
57,3% (ABIA, 2008). A tendéncia em consumir produtos que contenham soja tem origem na
demanda do consumidor por produtos saudaveis e praticos, bem como as novas tecnologias
que permitem a producao de alimentos derivados de soja saborosos e de boa aparéncia.

O Brasil é 0 segundo maior produtor mundial de soja (o primeiro é os Estados
Unidos). Na safra 2014, a producao brasileira foi de, aproximadamente, 95,496 milhdes de
toneladas (IBGE, 2014). Esses dados tornam a soja um produto vegetal de extrema
importancia econémica para o Brasil, pois possibilita ao pais importante mercado externo que
favorece o saldo da balangca comercial nacional.

Além da soja, o Brasil é um dos maiores produtores mundiais de banana, sendo que
a bananicultura é a 92 cultura mais importante do pais, ocupando o segundo lugar em volume
de frutas produzidas. Como a banana pode ser processada em diferentes estagios de
maturacao, uma das opcoes € submeté-la a processos de secagem ainda verde, e o produto
obtido (farinha da banana verde) utilizado na linha de diversos produtos.
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Como a soja contém alto teor de amido resistente e seus efeitos fisiolégicos sao
parcialmente comparaveis aos das fibras alimentares, é evidente que, ao chegar ao célon, o
amido que ainda nao foi digerido é utilizado como substrato de fermentacédo pelas bactérias
anaerébicas para a producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC). Estudos in vitro,
realizados com animais, indicam que o propionato e o butirato tém potencial para ajudar a
manter a saude do intestino e reduzir fatores de risco envolvidos no desenvolvimento de
inflamacao intestinal, colite ulcerativa e cancer colorretal (VAN DOKKUM, 2008). A soja, por
seu valor nutricional, possibilita a producao de diversos produtos derivados como: iogurtes,
proteina de soja texturizada, gréaos de soja, queijo tofu, germinados de soja, bem como o 6leo
de soja.

Diante da procura dos consumidores por alimentos saudaveis e dos potenciais efeitos
benéficos da soja, dos produtos fermentados e dos probioticos, estabeleceu-se como objetivo
desta pesquisa o desenvolvimento de uma bebida fermentada probiotica de soja, utilizando a
farinha de banana, avaliando suas caracteristicas de fermentagéo e a viabilidade celular de
micro-organismos probidticos, bem como otimizar o processo de enumeragao de bactérias
laticas por analises microbiolégicas, determinando, também, o indice de aceitagdo sensorial

do produto pelo consumidor final.
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2.1

OBJETIVOS

Objetivo geral

Desenvolver e avaliar uma bebida de soja adicionada de farinha de banana verde,

fermentada por micro-organismos laticos probioticos.

2.2

Objetivos especificos

Elaborar bebida fermentada por micro-organismos probioticos a partir de extrato
aquoso de soja, adicionado de farinha de banana verde, avaliando, durante o
armazenamento, a influéncia de duas variaveis (diferentes percentuais de soja e
farinha de banana) sobre os parametros de acidez e pH,e principalmente quanto a
sobrevivéncia do micro-organismo probiético em estudo.

Analisar os aspectos fisico-quimicos, microbiolégicos e sensoriais da bebida
elaborada.

Mensurar a quantidade de carboidratos totais gastos pelos micro-organismos
durante o processo de fermentagdo da bebida, e sua correlagdo com o
desenvolvimento e sobrevivéncia dos mesmos.

Otimizar o processo de enumeracdo de bactérias laticas, visando proporcionar
maior contagem destas em agar MRS (Man, Rogosa e Sharpe).



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Soja

O cultivo da soja, ao longo da segunda metade do século XX, apresentou um intenso
processo de expansdo no Brasil, que teve inicio no Sul do pais e seguiu para o cerrado,
alcancando parte do bioma amazdnico. Atualmente, o complexo soja (grao, 6leo e farelo) é
considerado a principal atividade agropecuaria do pais, por sua importancia tanto territorial
(30 milhées de hectares plantados em 2013/14, o que equivale a 53% dos cultivos
temporarios) quanto econdémico-comercial (9,4% das exportacdes totais de 2012) (CONAB,
2014). Atualmente, o Brasil ja é o maior exportador mundial de soja em grdo e, muito em
breve, podera ser o primeiro em producao (USDA, 2014).

Alimentos tradicionais de soja, segundo Oetterer, Regitano-D’ Arce e Spoto (2006),
sao assim chamados por serem de longa data conhecidos do homem, mais especificamente
o oriental, podendo ser fermentados ou n&o. A fermentagéo acrescenta cor, sabor e aroma ao
alimento, além de enzimas e substancias nutritivas. A digestibilidade do produto é elevada.

Segundo o regulamento técnico para fixacao de Identidade e Qualidade de alimento
com soja (RDC n? 91): Os ingredientes obrigatérios sdo: extrato de soja (integral e ou
desengordurado) e/ou proteina concentrada de soja e/ou proteina isolada de soja e/ou
proteina texturizada de soja e/ou outras fontes proteicas de soja, excluindo o farelo tostado
de soja. Farinhas de soja e graos de soja in natura somente podem ser utilizados quando
inativados ou quando o processo tecnolégico de fabricacdo do produto garantir a inativacao
das enzimas (ANVISA, 2000).

3.1.1 Histoéria

Os seres humanos sempre usaram o que a natureza provia, cacando animais e
colhendo frutos, raizes e alguns cereais. No século XVIII, a populagéo se alimentava de cerca
de 240 espécies diferentes de plantas e, na trajetéria histdrica do ser humano, cerca de 3000
espécies de plantas foram utilizadas como alimento. No entanto, atualmente, somente cerca
de 130 espécies de plantas comestiveis sao cultivadas (ROSA et al., 2009).

Segundo a EMBRAPA (2013), as primeiras citagbes do grao aparecem no periodo
entre 2883 e 2838 a.C, quando a soja era considerada um grao sagrado, ao lado do arroz, do
trigo, da cevada e do milheto. Um dos primeiros registros do grao esta no livro Pen Ts’ao Kong
Mu, que descreve as plantas da China, ao Imperador Sheng-Nung. Para alguns autores, as
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referéncias a soja sao ainda mais antigas, remetendo ao Livro de Odes, publicado em chinés
arcaico.

Somente na década de 1970, observou-se o crescimento da producao brasileira de
soja. Entre 1970 e 1979, essa cultura se expandiu na regido Sul e em Sao Paulo, devido a
alguns fatores como: condigbes de clima favoraveis (Figura 1), boa infraestrutura (sistema
viario, portuario, comunicacéao), além do estabelecimento de uma complexa e articulada rede
de pesquisa de soja, entrelacada com um cooperativismo dinamico e eficaz (BARRETO,
2009).

Safra 1972/73 Safra 1980/81 N

Safra 1990/91 [ 4 Safra 2000/01 =

Safra 2010/11

Legenda

Sem soja
< 30 mil ha
I > 30 mil < 75 mil ha

Il > 75 mil ha
o] 500 1.000 2.000 Km
—t—t—t—

Figura1 Area cultivada com soja por microrregido no Brasil.
Fonte: Produgao Agricola Municipal (IBGE, 2014).

Até, aproximadamente, 1894, término da guerra entre a China e o Japao, a producgéo
de soja ficou restrita a China. Apesar de ser conhecida e consumida pela civilizagdo oriental
por milhares de anos, s6 foi introduzida na Europa no final do século XV, como curiosidade,
nos jardins botanicos da Inglaterra, Frangca e Alemanha (EMBRAPA, 2013). Na Figura 2
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demonstra-se, em grafico, a produgao mundial de soja, em toneladas, por pais desde o ano
de 1961.
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Figura2 Produgdo mundial de soja, em toneladas, por pais (1961 — 2012).
Fonte: Faostat (2013).

No Brasil, segundo a Editora Insumos (2007), a soja foi cultivada pela primeira vez na
Estagao Agropecuaria de Campinas, em 1901. O grao chegou depois com maior intensidade
com os primeiros imigrantes japoneses em 1908 e foi introduzido oficialmente no Rio Grande
do Sul em 1914. Porém, a expansao da soja no Brasil aconteceu nos anos 1970, com o
interesse crescente da industria de 6leo e a demanda do mercado internacional.

Ainda na década de 1970, o governo brasileiro investiu na expansao do cultivo da soja,
com incentivos fiscais a pesquisa. Comegaram entdo a serem desenvolvidas cultivares
adaptadas para diversas regides do pais. Com a descoberta e utilizacdo dos alelos para
periodo juvenil longo e florescimento tardio, a soja pode ser cultivada a baixas latitudes,
inclusive na area do equador (LAZZARI et al., 2006).

Atualmente, a soja é o principal produto agricola de exportagdo do Brasil, com uma
producao de, aproximadamente, 66 milhdes de toneladas em 2013 (CONAB, 2013).

3.1.2 Composicao quimica da soja

A soja tem recebido uma grande atengcdo da comunidade cientifica, principalmente
devido ao seu perfil de nutrientes. Ela possui carboidratos complexos, proteinas, fibras
soluveis e insoluveis, oligossacarideos e fitoquimicos (DALEPRANE; PACHECO;
BOAVENTURA, 2009).

O gréo de soja (Tabela 1) possui entre 38 e 40% de proteinas, 19 a 20% de lipidios,
5% de minerais e de 23 a 34% de carboidratos. Dos 5% de minerais que compdem a soja, em

100 gramas de graos, ha 240 miligramas de calcio, 580 mg de fosforo, 9,4 mg de ferro, 1 mg
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de sodio, 1900 mg de potassio, 220 mg de magnésio e 0,1 mg de cobre, entre outros minerais
(EMBRAPA, 2013).

Tabela1 Composicao quimica (%) aproximada do grdo de soja nas partes estruturais de
sua semente

Partes da semente Proteina* Lipidio* Carboidrato* Cinzas*
Grao 40 20 35 5,0
Cotilédone 43 23 29 5,0
Casca 9 1 86 4,3
Hipocotilo 41 11 43 4,4

Nota: * base seca.
Fonte: Liu (1997).

3.1.2.1 Carboidratos e fibras

A soja contém uma mistura de carboidratos sollUveis e insolUveis que, juntos,
constituem cerca de 30% de sua composi¢ao nutricional. Os principais carboidratos sollveis
sdo agUcares: estaquiose, rafinose e sucrose (EMBRAPA, 2013).

Os oligossacarideos na soja sao agucares nao redutores, contendo duas ou mais
unidades de frutose, glicose e galactose. A rafinose e a estaquiose recebem maior atencéo,
principalmente, em razdo da sua presenga estar relacionada diretamente com flatuléncia e/ou
dores abdominais, quando seus produtos sao consumidos in natura. Os carboidratos
insoliveis na soja incluem a celulose, hemicelulose, pectina e tragos de amido. Eles sao
componentes encontrados principalmente nas paredes celulares. A casca da semente
compde cerca de 8% de todo o grdo da soja em base seca e cerca de 86% de carboidratos
complexos. As paredes celulares da soja contém cerca de 30% de pectinas, 50% de
hemicelulose e 20% de celulose (RUSSEL, 2004).

As fibras dietéticas sdo o conjunto de compostos resistentes a hidrolise provocada pela
acao de enzimas do aparelho digestivo. Sao responsaveis por aumentar a velocidade do
transito intestinal, bem como ajudar a alterar a microbiota intestinal para uma mais saudavel
(PEREIRA; OLIVEIRA, 2004).

3.1.2.2 Vitaminas e minerais

A soja é rica em vitaminas, minerais e outros valiosos fitoquimicos. Os seus principais
compostos minerais sdo: potassio, sédio, calcio, magnésio, enxofre e fésforo (EDITORA
INSUMOS, 2007).

Graos de soja contém vitaminas sollUveis em agua e em 6leo. As vitaminas sollveis
em agua, presentes na soja, sdo principalmente as tiaminas, riboflavina, niacina, acido
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pantoténico e acido félico. As sollveis em 6leo sdo as vitaminas A e E, essencialmente sem
as vitaminas D e K. A vitamina A existe, principalmente, como a provitamina caroteno. A
vitamina E é também conhecida como tocoferol e tem quatro isdmeros tocoferéis. Os minerais
que apresentam maior concentragdo nos graos de soja sao o potassio, o fosforo e o magnésio,
sendo que o contelido desses minerais atinge valores médios entre 0,2 € 2,1%. A quantidade
de célcio biodisponivel no extrato hidrossolivel de soja (leite de soja) é aproximadamente
igual ao presente no leite de vaca (ENDRES, 2001).

3.1.2.3 Proteinas

Em média, a soja contém cerca de 40% de proteinas, sendo essa concentracido
afetada por fatores genéticos e ambientais. A composicao deste percentual é formada por
uma mistura complexa de diversos tipos de proteina. As proteinas de soja contém todos os
aminodacidos essenciais a nutricdo humana e, mesmo tendo a metionina, a cisteina e,
provavelmente, o triptofano em quantidades limitantes, o grdo acaba sendo um 6timo
substituto para a proteina animal, o que tem determinado um aumento significativo do uso da
soja na alimentag&o humana (MEJIA; LUMEN, 2006).

A fragdo proteica do grao da soja e sua classificagdo sao bastante complexas. Relatos
sobre tais assuntos nem sempre concordam. Além disso, diferentes sistemas de
nomenclatura relativa a determinadas proteinas ou fragées de proteinas sao utilizados na
literatura. As principais proteinas componentes da soja sdo as proteinas de reserva,
conhecidas como glicinina e p-conglicinina, que sao globulinas e representam,
respectivamente, 40 e 25% das proteinas de reserva do grdo de soja. As proteinas da soja
podem ser divididas em proteinas com atividade biol6gica (enzimas, inibidores enzimaticos e
hemaglutinas), que séo soluveis e representam até 20% do total, e proteinas de reserva
(KOBLITZ, 2011). Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, a proteina
de soja encontra-se na lista de alimentos que possuem alegagdes de propriedade funcional
aprovadas. A alegacdo permitida denota que: “O consumo diario de no minimo 25 g de
proteina de soja pode ajudar a reduzir o colesterol. Seu consumo deve estar associado a uma
alimentacgéao equilibrada e habitos de vida saudaveis" (ANVISA, 2008).

Em relacdo aos padrdes de solubilidade, todas as proteinas de plantas leguminosas
sao divididas em albuminas e globulinas. As albuminas sédo sollUveis em agua e as globulinas
em solugdes salinas. Conforme ja descrito, a maior parte das proteinas da soja sao de
globulinas. Estas ultimas, presentes na maioria das plantas leguminosas, sao divididas em
dois tipos: leguminas e vicilinas. As leguminas tém massa molar maior, sdo menos sollveis
em solugao salina e mais estaveis termicamente que as vicilinas (ZARKADAS et al., 2007).

As proteinas de soja tém sido amplamente utilizadas como ingredientes funcionais em

muitos alimentos processados, por sua eficacia em formar géis, dada a elevada capacidade
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de retencado hidrica, com alta qualidade nutricional, sensorial e fisiol6gica. Estudos

encontraram na proteina de soja atividade hipocolesterolémica maior do que na caseina
(ZHONG et al., 2007).

3.1.2.4 Proteina isolada de soja (PIS)

A proteina isolada de soja, segundo a Resolugdo CNNPA n? 14 (Comissao Nacional
de Normas e Padrdes para Alimentos), de 28 de junho de 1978, “E utilizada como agente de
consisténcia para produtos derivados de carnes, tais como embutidos e patés, e como fonte
proteica para outros produtos” (ANVISA, 1978b, p. 1). De acordo com Oetterer, Regitano-D’
Arce e Spoto (2006), a proteina isolada de soja € como um produto essencialmente proteico,
contendo cerca de 90% de proteinas extraidas do farelo de soja néo tostado. Seu teor de
fibras, por consequéncia, & muito baixo. Esses produtos sdo empregados para enriquecimento
proteico de varios alimentos, como substituicdo parcial da carne a baixo custo em produtos
carneos e, mais frequentemente, pelas propriedades funcionais que conferem aos alimentos
aos quais sao incorporados.

A soja é excelente fonte de proteinas de alto valor nutricional. Embora seja uma das
melhores fontes proteicas de origem vegetal, é inferior aos produtos de origem animal como
o leite, por apresentar deficiéncia em aminoacidos sulfurados, sendo a metionina o
aminodcido limitante (MENDONGCA, 2006). Em contrapartida, a soja poderia contribuir para o
aumento da isoleucina e da lisina, visto que este se apresenta em teores mais elevados em

relagdo ao leite de vaca (Tabela 2).

Tabela2 Conteldo dos aminoacidos do leite de vaca, da soja e da proteina, referéncia da
FAO/WHO (1990), para criancas de 2 a 5 anos de idade

Aminoacido Leite de vaca Soja Padrao FAO/WHO (1990)
Lisina 8,22 8,26 5,80
Triptofano 1,48 1,40 1,10
Treonina 3,97 3,90 3,40
Valina 5,29 5,30 3,50
Met+ Cist 3,93 1,70 2,50
Isoleucina 4,50 6,00 2,80
Leucina 8,84 8,00 6,60
Histidina 3,36 3,28 1,90
Phe+Tyr 9,69 8,87 6,30

Fonte: Coelho (1986) e Sgarbieri (1996), com modificagoes.
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3.1.2.5Isoflavonas

Segundo Silva et al. (2012a), as isoflavonas sdo compostos fendlicos do grupo dos
flavonodides, compostas por quatro formas quimicas: agliconas, B-glicosidicas e B-glicosidicas
conjugadas com grupamentos malonil e acetil. Na soja, sdo encontradas as agliconas
daidzeina e genisteina, além de tragos de gliciteina que, quando conjugadas com glicose,
formam a genistina, daidzina e glicitina (Figura 3).

As evidéncias cientificas existentes, até 0 momento, sobre os efeitos das isoflavonas
permitem reconhecer como viavel apenas o0 seu uso para o alivio das ondas de calor
associadas a menopausa ("fogachos") e na reducdo dos niveis de colesterol, desde que
prescrito por profissional habilitado, tendo em vista que a quantidade e o periodo de utilizacao
estdo relacionados com a condicdo de salde do individuo e as restricbes a grupos
populacionais especificos (CAMPOS, 2006). Alguns autores afirmam que as perdas de
isoflavonas mais significativas ocorrem nos sobrenadantes sendo: 90% no processo de
obtencao de concentrado proteico de soja, com etanol 60%; 52% para o processo de obtengéo
de isolado proteico e 47% na obtencdo de concentrado proteico isoelétrico. Os estudos
demonstram que a quantidade de isoflavonas, em quase todos os alimentos a base de soja,
varia de 100 a 300 mg/ 100 g (EDITORA INSUMOS, 2007). Perdas também ocorrem com o
aquecimento. A torra do grao pode resultar em perda de 15% e 21% nos teores de daidzeina
e genisteina, respectivamente. (COSTA; ROSA, 2008). Por esta razao, pesquisadores tém
procurado maneiras de reduzir a perda de isoflavonas durante o processamento da soja para
o consumo humano, afim de ndo comprometer a propriedade funcional a ela atribuida.

As isoflavonas sao potentes agonistas RE B e fracos a, o que permite classifica-las
como bloqueadoras ou moduladoras naturais seletivas do receptor estrogénico. Por isso, as
isoflavonas demonstram a sua agao sobre 0 0sso, cérebro, sistema cardiovascular além do
ovario, fatos que confirmam os efeitos benéficos sobre os sintomas vasomotores humanos,
bem como a prevencdo da osteoporose, reducao do colesterol total, LDL e triglicérides
(FERNANDES, 2008).
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Figura 3 Estrutura de isoflavonas agliconas e glicosidicas.
Fonte: Silva et al. (2012a).

Considerando-se que o consumo do alimento é melhor que o suplemento, a
quantidade ideal de isoflavonas por dia seria de, aproximadamente, 25 mg diarios. A ingestao
diaria dessa substancia pode ser feita por diversas maneiras através da alimentagdo, por
exemplo: 25 gramas de proteina de soja ou 2 hamburgueres de soja ou 3 1/2 copos de leite
de soja ou 1 xicara de graos cozidos podem oferecer a quantidade adequada de isoflavonas
(MONTANARI, 2009).

3.2 Sojae saude

A ingestao da soja passou a ser de grande interesse para a saude humana, por seu
potencial para diminuir o risco de doengas crénicas, como doengas cardiovasculares e cancer
(BOLLING; BLUMBERG; CHEN, 2009).

A soja tem sido considerada ha algum tempo como um alimento funcional, com uma
ampla gama de propriedades (BUCKLEY et al, 2011). As concentragbes relativamente
elevadas de compostos bioativos existentes na soja, tais como as isoflavonas e saponinas,
contribuem para a alegacao de que a soja € um alimento saudavel (TSENG; XIONG, 2009).

O crescimento acelerado do consumo de 6leos vegetais deve-se a alteragcdo dos
habitos alimentares (troca da gordura animal, banha de porco, por exemplo, pela vegetal), em
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paises industrializados, o que deriva de combinagdes das mudancas socioecondémicas e
tecnolégicas. Entdo, na atualidade, observa-se um bom desenvolvimento dos setores
gastrondmicos (BUCKLEY et al., 2011).

Uma alimentagdo adequada, segundo o conceito de longa data utilizado pelos
japoneses, deve ter sabor bom, ser nutritiva e proporcionar boa saude. Esse conceito é
atualmente adotado pelas populagdes ocidentais para definirem alimentos funcionais, também
chamados nutracéuticos, e reducao de doencas. Entre os alimentos que fazem parte da dieta
ha componentes como oligossacarideos, polissacarideos, flavonoides, organossulfurados,
fitoesterbis e acidos graxos. Nao sdo medicamentos, mas prolongam a boa saude, a
semelhanga dos produtos farmacéuticos (OETTERER; REGITANO-D’ ARCE; SPOTO, 2006)

Estudos epidemiolégicos tém demonstrado que fraturas ocasionadas por osteoporose,
doencas cardiovasculares, sintomas pés-menopausa e alguns tipos de cancer tem menor
incidéncia na populacdo asiatica quando comparados as suas contrapartes ocidentais. A
fratura do quadril, por exemplo, é 50-60% menos frequente entre mulheres asiaticas do que
em ocidentais. Entretanto, esta vantagem é anulada na medida em que as asiaticas adotam
os habitos idénticos aos ocidentais. Estas observagdes levaram os cientistas a examinar os
habitos alimentares dos asiaticos, nos quais a soja é parte importante da dieta tradicional,
mostrando ter alguma relagcdo com as doencgas acima descritas (ROUDSARI et al., 2005).

Segundo aponta a Organizacao Mundial da Saude (OMS), as doencas crbénicas nao
transmissiveis sao responsaveis por 72% das mortes ocorridas no Brasil, sendo que, no
mundo, esse valor corresponde a 60%. Além disso, 80% de problemas prematuros do
coragao, acidente vascular encefélico (AVE) e diabetes tipo Il e 40% dos casos de cancer
poderiam ser evitados com habitos alimentares adequados, diminuicdo no uso de tabaco e
atividade fisica regular (DUNCAN et al., 2012).

3.3 Extrato hidrossoluvel de soja (EHS)

Define-se como Extrato de Soja, segundo a Resolugdo CNNPA (Comissao Nacional
de Normas e Padroées para Alimentos) n® 14, de 28 de junho de 1978, o produto obtido a partir
da emulsédo aquosa resultante da hidratagédo dos grdos de soja, convenientemente limpos,
seguido de processamento tecnoldégico adequado, adicionado ou ndo de ingredientes
opcionais permitidos, podendo ser submetido a desidratacéo total ou parcial. O extrato de soja
em pd na forma de emulsdo aquosa constitui fonte de proteinas e pode ser usado como
alimento ou como ingrediente para a elaboragao de alimentos (ANVISA, 1978b).

O EHS é um extrato aquoso elaborado a partir dos graos de soja, ou seja, uma
emulsdo do tipo éleo em agua com a fase continua constituida basicamente por uma

dispersdo de proteinas complexas. O método convencional de processamento utilizado
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atualmente para a sua producédo é o tratamento do produto por calor, apés maceracdo e
moagem dos graos de soja em agua (CRUZ et al., 2009).

O extrato de soja (leite de soja) pode ser consumido por todas as faixas etarias
(criangas, adolescentes, adultos e idosos) e, em especial, as pessoas que sao intolerantes a
lactose, por ndo terem a enzima lactase no organismo e, além disso, pode também ser
ingerido por pessoas que possuem alergia ao leite animal. Estudos atuais afirmam que pelo
menos cinquenta por cento da populagédo adulta apresenta estes problemas. Dessa forma, o
extrato hidrossoluvel de soja torna-se uma alternativa nutricional viavel, ndo como substituto
do leite de vaca, mas como uma opg¢do alimentar, principalmente em programas de
alimentacéao escolar (MATTAR; MAZO, 2010).

Pelo lado tecnologico, o extrato de soja, assim como o leite de vaca, é adequado para
o crescimento de bactérias laticas. Os oligossacarideos (rafinose e estaquiose), aminoacidos
e peptideos presentes na soja estimulam o crescimento microbiano. Segundo Hauly, Fuchs e
Ferreira (2005), o extrato de soja é um excelente veiculo para bifidobactérias, ja que sua
proteina protege o micro-organismo da acdo de sais biliares, favorecendo a colonizagao
intestinal.

Para muitas pessoas o extrato hidrossollvel de soja (EHS) pode substituir o leite de
vaca, devido a intolerancia ao leite bovino (Tabela 2). Segundo o Instituto Nacional de
Doencas Digestivas, Renais e Diabetes (EUA), cerca de 75% da populagdo mundial sao
intolerantes & lactose (CASE et al., 2005).

3.4 O processo de fermentacao

A fermentacao latica especificamente € um processo metabdlico pelo qual carboidratos
e outros compostos sdo parcialmente oxidados, ocorrendo a liberagdo de energia e
compostos organicos, sendo o principal deles o acido lactico. Essa fermentacao ocorre por
um grupo de micro-organismos que sdo denominados bactérias acido-lacticas que, além da
fermentacéao, ajudam na conservagao dos produtos fermentados (CASADEI, 2012). Os micro-
organismos usados para a fermentagao devem ser viaveis, ativos e abundantes no produto
final, durante seu prazo de validade, que seria uma contagem de, no minimo, 107 (BRASIL,
2007).

A utilizacao de culturas lacticas para a fermentagao pode resultar em varios tipos de
produtos, os quais ficam com caracteristicas sensoriais modificadas, modificando também a
sua vida util, prolongando a vida de prateleira do produto. Isso se deve a formagao de
componentes metabdlitos, como acido propridnico, diacetil, substancias antagonisticas e,
principalmente, o &cido lactico, exercendo efeitos inibidores das bactérias gram-negativas,
responsaveis pela deterioracao do produto (GABIATTI; CORTI, 2010).
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Os métodos sintéticos de producdo do acido latico, visando aumentar a vida de
prateleira de produtos, sdo geralmente mais caros que os fermentativos usuais. A vantagem
competitiva do acido latico produzido por sintese quimica esta nos menores custos de
purificagé@o, entretanto, os custos de matéria prima sao geralmente elevados. O acido latico
produzido sinteticamente & estavel termicamente e ndo contém quantidades residuais de
carboidratos, presentes muitas vezes no acido produzido por fermentacdo, que comprometem
a qualidade do produto, sobretudo quando estocado por grandes periodos (TRINDADE,
2002). Todavia, o acido lactico pode ser facilmente obtido pelo processo biotecnolégico de
fermentagao, usualmente utilizando cepas de Lactobacillus a partir de matérias primas de
baixo custo (NARAYANAN; ROYCHOUDHURY; SRIVASTAVA, 2004).

A fabricacdo de leites fermentados exige um controle rigoroso da acidez, quando se
atinge um determinado teor de acido lactico, que vai depender do tipo de produto que se esta
produzindo. No geral, a fermentagéo deve ser interrompida por um resfriamento rapido ou por
pasteurizacao (GABIATTI; CORTI, 2010).

3.4.1 Fermentacao do leite de soja

A procura de alternativas ao iogurte produzido com leite de vaca esta crescendo,
devido a alguns problemas de alergenicidade as proteinas do leite, ao interesse por alimentos
vegetarianos, a introdugao de derivados de soja na dieta ocidental, entre outros (FERRAGUT
et al.,, 2009).

A soja é fonte proteica importante por seu alto rendimento produtivo, excelente valor
nutritivo e baixo custo, porém, ela apresenta sabor caracteristico de grao (“sabor de feijao
cru”), resultante da oxidacdo ou decomposicdo de compostos organicos durante o seu
processamento. A fermentacao da um sabor refrescante ao produto, fazendo com que seja
mascarado o sabor de “feijao cru”, caracteristico do extrato, aumentando a qualidade sensorial
do extrato hidrossolUvel de soja e, ainda, melhorando a textura dos produtos de soja (CHANG
et al., 2010).

Pesquisas relatam que a fermentacdo da soja com bactérias laticas gera compostos
sensorialmente agradaveis e melhora tanto o sabor quanto a textura dos produtos de soja
(CHANG et al., 2010). Outros estudos mostram que é possivel desenvolver um produto tipo
iogurte a partir do EHS, através de bactérias de fermentagao &cido latica, incluindo-se o
Streptococcus thermoplhilus e o Lactobacillus bulgaricus (ADETUNJI et al., 2006).

O processo de fermentacao da soja é semelhante ao de leite. Com a fermentagéo do
acucar, ocorre a diminuicao do pH, ocorrendo a modificacdo da carga superficial das proteinas
que se agregam para formar uma rede, que aprisiona a fase liquida e as goticulas de gordura
(FERRAGUT et al., 2009).
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A fermentacao latica é responsavel pela formacao de metabolitos como o acetaldeido

e diacetil, que conferem caracteristicas sensoriais agradaveis ao produto fermentado,

melhorando a aceitabilidade do extrato de soja utilizado para o preparo de bebidas tipo iogurte.

Com a formacao de acetaldeido e do diacetil produzidos no processo de fermentacao latica,

as caracteristicas sensoriais do produto se tornam agradaveis, favorecendo, assim, a
aceitabilidade do extrato de soja pelo consumidor final (CRUZ et al., 2009).

3.4.2 Fermentacao e preservacao dos alimentos

A bioconservacdo constitui uma forma natural de controlar o desenvolvimento de
micro-organismos deterioradores e patogénicos nos alimentos por intermédio de metabdlitos
antimicrobianos produzidos por micro-organismos naturalmente presentes ou adicionados,
muitas vezes, em processos de fermentacdo, como é o caso das bactérias acido laticas
(CAMARGO, 2011). Estas bactérias tém sido muito utilizadas como culturas iniciadoras em
varios alimentos e bebidas, desempenhando influéncia positiva sobre as caracteristicas
nutricionais, organolépticas e, também, na vida de prateleira desses produtos (PONCEA et
al., 2008). Assim sendo, as BAL sao responsaveis por um importante papel na fabricacao de
alimentos, por favorecerem também caracteristicas sensoriais, além de tecnoldgicas,
melhorando a conservacao destes produtos por periodos maiores, devido a competicéo e
inibigdo de micro-organismos maléficos (WANG et al., 2012).

A fermentagdo atua como meio de preservacao natural dos alimentos, pois, com a
fermentacao, ha uma grande producao de acido lactico, ocorrendo a diminuicdo do pH do
meio.Todavia, esses produtos sao alvos faceis para os bolores e leveduras. Entretanto, para
conservacgao do produto, pode-se utilizar a biopreservagao, que nada mais é que, a inoculagao
de micro-organismos especificos, coadjuvantes a fermentacdo, que apresentam efeito
positivo na preservacdo, chamadas neste caso de culturas protetoras, como exemplo a
Holdbac™ YM-B, que é um composto de Lactobaccilus rhamnosus e Propionibacterium
freudenreichii subsp. Shermanii (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2010).

3.5 Bactérias acido lacticas (BAL)

Estao amplamente distribuidas na natureza e tém sido utilizadas para a conservagao
de diferentes tipos de alimentos, tais como: leite, carnes, peixes e vegetais (CHAVES, 2002).
Entre as bactérias lacticas, os géneros Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus,
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Tetragenococcus, Vagococcus e Weisella sdo os mais estudados (Tabela 3) (AXELSSON,
2004).

O processo de fermentacdo pode ser homo ou heterofermentativo: no primeiro caso
sao geradas moléculas de lactato, como ocorre em Streptococcus e Lactococcus; no segundo
sdo produzidos lactatos, etanol e diéxido de carbono, em Leuconostoc e alguns lactobacilos
(PARADA et al., 2007).

Essas culturas de bactérias laticas séo utilizadas nas industrias de laticinios e na de
carnes, por reduzirem o pH do meio em poucas horas, por produzirem um efeito gerador de
aromas, devido ao seu metabolismo. Preferencialmente sdo utlizadas as culturas
heterofermentativas, pela producéo de enzimas para processos cataliticos e/ou hidrélises nos
alimentos, destacando-se as proteases e as lipases que influenciam na maturacdo de alguns
produtos, pela producdo de metabdlitos como bacteriocinas, acidos, peréxido de hidrogénio e
diacetil, criando, dessa forma, um ambiente de antibiose a sobrevivéncia de micro-organismos
patogénicos (MASSAGUER, 2005).

Tabela 3 Bactérias acido-lacticas para consumo humano®. Probioticos

Lactobacilli Bifidobactéria Streptococci Enterococci
L. delbrueckii subsp.
bulgaricus Bif. bifudum S. thermophilus Ent. faecalis
L. acidophilus Bif. longum Ent. faecium
L. rhamnosus Bif. breve Lactococcus lactis
L. salivarius Bif. infantis
L. johnsonii Bif. adolescentis
L. crispatus Bif. lactis3
L. reuteri
L. paracasei subsp.
casei
L. paracasei biovar
Shirota

Fontes: Fooks, Fuller e Gibson (1999); Mc. Cartney, Wenzhi e Tannock (1996); Tamime, Marshall e
Robinson (1997).

As BAL tém a propriedade de produzir acido lactico através da fermentacdo de
carboidratos e tém sido utilizadas para fermentar alimentos ha pelo menos 4.000 anos (LEITE,
2006), bem como culturas iniciadoras do processo de fermentagdo em alimentos e bebidas,
desempenham influéncia benéfica sobre as caracteristicas nutricionais, organolépticas e na
vida de prateleira desses produtos (WANG et al., 2012).

Ap6s a fermentacao dos produtos, pode ocorrer de o produto continuar acidificando
pela acdo das bactérias acido lacticas. Entdo, para diminuir a pds-acidificagcdo do iogurte ao
longo do seu armazenamento, garantindo que tenha um sabor pouco acido, pode-se
manipular a proporgdo entre as bactérias do iogurte, aumentando-se o numero de
S. thermophilus, em relacao ao L. bulgaricus, por exemplo (WANG et al., 2012).
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A forma de impossibilitar a reprodugéo ou inibir 0 desenvolvimento de um ambiente
propicio para micro-organismos enteropatégenos nos produtos submetidos a fermentacéao, foi
apresentada, em muitas linhagens de Lactobacillus e Bifidobacterium, por diversos estudos,
e continua sendo a principal caracteristica destes micro-organismos, despertando o interesse
também na area de biopreservagao de alimentos, por reduzirem o pH, dentre outros fatores
que dificultam a multiplicacdo de micro-organismos indesejaveis. Essa atividade inibitéria que
ocorre frente a outros micro-organismos acontece devido as propriedades antibacterianas,
oriundas dos produtos finais do metabolismo bacteriano destes, como o &cido latico (COSTA
etal.,, 2012).

3.5.1 Bifidobactérias spp

As bactérias do género Bifidobacterium sao comumente aceitas pelos cientistas como
membros do grupo BAL, embora sejam filogeneticamente distantes deste grupo, devido a
presenca de frutose 6-fosfato fosfocetolase (P6PPK), o qual é responsavel pela fermentagao
de hexoses com a producgao de acido latico e acido acético na proporcao 2:3, enquanto que
no metabolismo de Lactobacillus, ocorre a produgéo de acido lactico, na grande maioria dos
casos (COSTA et al., 2012).

As bifidobactérias habitam o trato gastrointestinal humano naturalmente. Porém,
alguns fatores influenciam a populagao de bifidobactérias no intestino, como dieta, antibiéticos
e estresse. Essas culturas probiéticas devem apresentar tolerancia a bile e a atividade de
hidrélise de sais biliares para resistirem as condigdes do trato gastrointestinal e também, as
condicdes acidas e ricas de proteases, além de serem capazes de competir com a microbiota
normal e resistir aos metabdlitos produzidos por membros dessa microbiota, incluindo
bacteriocinas, acidos organicos e outros agentes antimicrobianos (SHAH, 2007).

As bifidobactérias apresentam grande interesse sob o ponto de vista industrial, devido
ao seu maior envolvimento com os mecanismos relacionados aos metabdlitos do organismo,
pois estdo envolvidas no desenvolvimento de produtos que atualmente tém um grande
potencial no mercado da industria de alimentos (GONCALVES; EBERLE, 2009).

O género Bifidobacterium inclui trinta espécies, sendo dez de origem humana,
dezessete de origem animal, duas de aguas residuais e uma de leite fermentado (STEFE;
ALVES; RIBEIRO, 2008). As bifidobactérias foram estudadas pela primeira vez no final do
século XIX por TISSIER, que definiu as mesmas como formas alongadas, nao produtoras de
gas, anaerobicas com morfologia Bifid, que estao presentes nas primeiras fezes dos recém
nascidos e, entdo, chamadas de Bacillus bifidus (BRANDAQ, 2007).

As bifidobactérias de origem animal crescem a 45 °C, ao passo que as de origem
humana nao crescem a essa temperatura. No geral, a sua temperatura para crescimento é de

20 a 46 °C e tem como temperatura limite 60 °C. As de origem humana sao mais sensiveis a
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ambientes acidos, ou seja, ao pH abaixo de 5,0 com pH étimo entre 6.5 e 7,0 (OLIVEIRA,
2009).

As bactérias do género Bifidobacterium sao bastante utilizadas por seus efeitos
probiéticos, sendo encontradas em iogurtes e outros derivados fermentados do leite.
Conduzem no corpo efeitos de “antibiéticos naturais”, regulando a flora intestinal, favorecendo
o funcionamento do intestino e refletindo na beleza da pele. No momento em que o produto
for consumido, a concentragéo de bifidobactérias deve ser superior a 106 UFC g, para que
exista o efeito benéfico do micro-organismo no ser humano. (GABIATTI; CORTI, 2010).

3.5.2 Lactobacillus spp

Lactobacillus spp. inclui bactérias produtoras de 4cido lactico, que estao presentes em
varios habitat, sendo bastante difundidas no ambiente (no solo e na agua), presentes em
alimentos e também no organismo de animais e dos seres humanos. Nestes, fazem parte da
microbiota indigena da cavidade oral, do trato gastrintestinal e do trato genital feminino
(COUDEYRAS et al., 2008).

Estas espécies eram alongadas, anaerébicas facultativas, denominadas Bacillus
acidophilus, sendo genérico para Lactobacillus intestinais (GABIATTI; CORTI, 2010).

Atualmente, o género Lactobacillus apresenta 182 espécies e 27 subespécies
(EUZEBY, 2012). Ocupam diversos nichos em que carboidratos fermentaveis encontram-se
disponiveis, como o trato gastrointestinal e vaginal, a pele e os pulmdes dos animais, além da
matéria organica dos solos e associados aos vegetais (FELIS; DELLAGLIO, 2007).

Em geral, Lactobacillus ndo estao envolvidos em processos de infeccdo gastrica e
intestinal dos seres humanos, ndo sendo caracterizados como organismos patogénicos. Sao
consideradas as bactérias produtoras de acido lactico mais importantes dentro do grupo
Geralmente Reconhecido como Alimento Seguro (GRAS), com grande importancia industrial
(GOMES; MALCATA, 1999; SINGH et al., 2009).

Os lactobacillus tém seu metabolismo fermentativo classificado como (GABIATTI;
CORTI, 2010):

¢ Homofermentativos obrigatoérios: sdo incapazes de utilizar as pentoses e convertem

hexoses em &cido lactico;

¢ Heterofermentativos facultativos: fermentam hexoses em acido lactico e, no caso

de algumas espécies e sob certas circunstancias, em férmico, etanol e acético,
sendo capazes, ainda, de fermentar pentoses em acido lactico e acético;

e Heterofermentativos obrigatérios: utilizam hexoses para obter acido acético e

lactico, di6xido de carbono e etanol, e as pentoses para obter acido lactico e acético.

O Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus possui forma bacilar, de 0,5a0,8x2a9

um; aparece em cadeias curtas ou de forma individualizada. Produz D(+)lactato e acetaldeido
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a partir da lactose no leite, diferentemente das subspécies delbrueckii e lactis, que sé
produzem lactato. Algumas cepas produzem exopolissacarideos. Crescem muito devagar
abaixo de 10 °C, sendo que a maioria das cepas pode crescer entre 50 e 55 °C. (ORDONEZ
et al., 2005).

L. acidophilus, L. casei e L. helveticus, isoladas de Kefir na Turquia, apresentaram
propriedades probidticas potenciais, como demonstrado por Sabir et al. (2010). Estes
realizaram testes in vitro avaliando fatores como a producédo de peréxido de hidrogénio,
producao de acido latico, resisténcia a sais biliares e a suco gastrico, quantificacdo de
exopolissacarideos e resisténcia a antibioticos.

Para serem consideradas probibticas, as cepas de lactobacillus devem ser
reconhecidas como seguras, tolerantes ao acido e a bile. Devem ser aderentes ao epitélio
intestinal dos hospedeiros e apresentar atividade antagdnica contra bactérias patogénicas
(LIN et al., 2006).

De acordo com os padrées de identidade e qualidade de leites fermentados (BRASIL,
2007), o leite fermentado obtido pela fermentacao exclusiva de cultivos de Lactobacillus
acidophilus € denominado leite acidofilo. No entanto, as amostras probiéticas de Lactobacillus
acidophilus podem, também, ser adicionadas associadas a outras espécies de bactérias
acido-lacticas, durante a elaboracao dos produtos lacteos fermentados.

3.5.3 Streptococcus thermophilus

Streptococcus thermophilus é uma das bactérias de acido latico mais amplamente
utilizada na industria de laticinios, geralmente na fabricacdo de iogurte. E associada ao
Lactobacillus delbrueckii subs. bulgaricus para a fabricacao de iogurte (JIMENEZ et al., 2009).

Algumas cepas de Streptococcus thermophilus sado capazes de produzir EPS
(exopolissacarideos). Sao micro-organismos essencialmente termofilicos e crescem com
maior rapidez em temperaturas entre 37 e 45 °C, com crescimento 6timo em 38 °C. A maior
velocidade de crescimento se da proxima do pH 6,8, produzindo acido lactico em pequenas
quantidades (acidez 0,7 — 0,8%), gerando um codagulo fraco durante o processo de
fermentacgéao. Esta cultura é exigente em vitaminas do complexo B e aminoacidos livres para
crescimento, qguando em ambiente com elevadas temperaturas (CHANDAN; WHITE; KILARA,
2006).

Tém sido muito utilizadas como culturas iniciadoras em alimentos fermentados,
desempenhando influéncia benéfica sobre as caracteristicas nutricionais, organolépticas e na
vida de prateleira desses produtos (PONCEA et al., 2008; WANG et al., 2012). Além disso,
sdo potencialmente importantes no controle dos micro-organismos indesejaveis nos

alimentos, uma vez que podem competir e/ou inibir bactérias deterioradoras e potencialmente
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patogénicas, despertando o interesse potencial na biopreservagédo de alimentos (COSTA et
al., 2012; TAMANINI et al., 2012).

3.5.4 Producéao de bacteriocinas por BAL

As bacteriocinas sdo definidas como peptideos catibnicos, produzidos por
micro-organismos, anfifilicos, com, em geral, 13 a 50 residuos de aminodacidos, que
apresentam acao letal (com ou sem lise celular) ou bacteriostatica contra bactérias
grampositivas e contra células vegetativas e esporos dos géneros Clostridium e Bacillus
(FRANCO, 2011).

Bacteriocinas produzidas por bactérias lacticas sdo geralmente estaveis ao calor,
degradadas pela acdo de enzimas proteoliticas do trato intestinal humano e ndo induzem
alteracdes nas propriedades organolépticas dos produtos que as contém. Demonstra, além
da acdo combinada do acido lactico com a bacteriocina, carater efetivo contra bactérias
oportunistas indesejaveis em alimentos fermentados (DELBONI, 2009).

O mecanismo de acado das bacteriocinas pode ocorrer de diferentes formas, sendo
mais dependente dos fatores relacionados a espécie bacteriana e de suas condigbes de
crescimento, do que de alguma caracteristica relacionada a sua prépria molécula. A agao
pode promover um efeito letal bactericida, sem lise ou com lise celular ou, ainda, inibir a
multiplicagdo microbiana, com efeito bacteriostatico (OLIVEIRA; SIQUEIRA; SILVA, 2012).

Embora as bacteriocinas sejam, em muitos casos, efetivas contra espécies
taxonomicamente relacionadas a cepa produtora, algumas delas podem apresentar um amplo
espectro de inibicao contra bactérias patogénicas, como, por exemplo, Listeria
monocytogenes. Outros autores demonstraram a inibicao de espécies gram-negativas tais
como Escherichia coli, Salmonella spp., Proteus spp., Enterobacter spp., Pseudomonas spp.
e Vibrio cholerae (LAUKOVA et al., 2003).

Alguns autores afirmam que as bacteriocinas formam um grupo bem heterogéneo,
possuindo um amplo espectro antibacteriano de acdo. Ha um tipo mais classico, que possui
um amplo espectro de agdo contra micro-organismos gram-positivos. Para estes autores, as
bacteriocinas ativas contra bactérias gram-negativas ja ndo sao tao frequentes. Isto se da
porque a membrana externa desses micro-organismos funciona como uma barreira
permeavel para a célula, dificultando que essas moléculas, chamadas bacteriocinas,
alcancem o citoplasmatica microbiano (PARADA et al., 2007). Autores como Pereira e Gomez
(2007) relataram a inibicao de E. coli e S. aureus por L. acidophilus, bem como Lahtinem et
al. (2007) observaram a inibicdo de S. aureus, Salmonella spp. e E. coli por linhagens de
Bifidobacterium.

A soja também apresenta compostos com potencial atividade antimicrobiana, como as

saponinas e a fitoalexina gliceolina (KOBLITZ, 2011). As saponinas sao glicosideos formados
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por uma porcao lipidica (sapogenina), que pode ser composta por um esterdide ou um
triterpeno, ligada a glicoses, galactoses e/ou a pentoses, e estdo presentes no grao de soja
em concentracoes de 6,5 g/Kg, consideradas elevadas (KOBLITZ, 2011).

3.6 Legislacao brasileira de leites fermentados e alimentos funcionais

Atualmente, ndo ha legislacao que descreva os termos de identidade e qualidade para
produtos fermentados a partir de extrato hidrossolGvel de soja. Entre os leites fermentados, a
legislacao brasileira regulamenta os seguintes tipos: iogurte, leite fermentado ou cultivado,
leite acidofilo, kefir, kumys e coalhada (BRASIL, 2007). Cabe salientar que neste estudo,
seguiu-se como parametro a legislagao para leites fermentados, segundo a Resolugao n®. 46,
de 2007, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA, que descreve: o
leite fermentado ou cultivado como produto, adicionado ou nao de outras substancias
alimenticias, resultante da fermentagao do leite, reconstituido, adicionado ou nao de outros
produtos lacteos, por um ou varios dos seguintes cultivos: Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Bifidobacterium sp., Streptococus salivarius subsp. thermophilus e/ou
outras bactérias acidolacticas que, por sua atividade, contribuem para a determinagédo das
caracteristicas do produto final (BRASIL, 2007, p. 1). Vale ressaltar que, segundo esta
legislagao, os micro-organismos dos cultivos utilizados devem ser viaveis e ativos e estarem
em concentragao igual ou superior a 1,0 x 108 UFC/g, no produto final e durante todo o seu
prazo de validade. No Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Bebidas Léacteas,
da Instrugdo Normativa N°. 36, de 31 de outubro de 2000, a contagem total de bactérias
lacticas viaveis deve ser, também, no minimo de 10® UFC/mL no produto final e durante o seu
prazo de validade (BRASIL, 2000).

Atualmente, a maioria dos leites fermentados segue a mesma forma de producgéo
utilizada para o iogurte. No mercado existem trés tipos de iogurte, classificados de acordo
com o processo de elaboragao, adicao de ingredientes, composicao, consisténcia e textura.
Sao eles (ROBINSON, 2002):

e logurte tradicional (set yogurt): no qual o processo de fermentagéo ocorre dentro da
propria embalagem, nao sofre homogeneizagéo e o resultado € um produto firme,
mais ou menos consistente;

¢ logurte batido (stirred yogurt): o processo de fermentagao ocorre em fermentadeiras
ou incubadoras com posterior quebra do coagulo;

e logurte liquido (fluid yogurt): o processo de fermentacao é realizado em tanques; é
comercializado em embalagens plasticas tipo garrafa ou do tipo cartonadas.
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O processo de producao é dividido em, aproximadamente, quatro fases gerais: preparo

prévio do leite (normalizagao, filtracdo, desaeracdo, homogeneizacao, tratamento térmico e
inoculacao da cultura lactea), incubacéo, resfriamento e acondicionamento (Figura 4).

Pré-Tratamento Padronizagao,
do Leite adig¢do de leite em
PO, agdcar, etc.

Homogeneizagao

Tratamento
Térmico
Resfriamento
a4045°C
Cultura Lactica
l‘ (fermento)
Inoculagao do
l Fermento l
logurte logurte logurte
Tradicional Batido para Beber
Adicdo de Incubagao em Incubagédo em
Aromas Tanques Tanques
Adicao de Frutas, Homogeneizagdo /
Aromas etc. Adicdo de Aromas

Embalagem

Estocagem

Embalagem

Figura4 Diagrama geral de producao de iogurte.
Fonte: Kardel e Antunes (1997).

Segundo a ANVISA, a proteina de soja encontra-se na lista de alimentos que possuem
alegacbes de propriedade funcional aprovadas. A alegacdo permitida denota que: “O
consumo diario de no minimo 25 g de proteina de soja pode ajudar a reduzir o colesterol. Seu
consumo deve estar associado a uma alimentacao equilibrada e habitos de vida saudaveis"
(ANVISA, 2007, p. 1).

3.6.1 Requisitos fisico-quimicos e microbiolégicos

Os leites fermentados integrais devem possuir um teor entre 3 e 5,9% (m/m) de matéria
gorda em sua base lactea. Ja os produtos, desta categoria, parcialmente desnatados devem
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ter um teor entre 0,6 e 2,9% (m/m) de matéria gorda em sua base lactea. Em relagédo a acidez,
os leites fermentados devem apresentar acidez minima de 0,6 e maxima de 2,0 g de acido
latico/100 g de amostra analisada. O teor minimo de proteinas lacteas presente no produto
final deve ser de 2,9% (m/m).

Ainda segundo a legislacao atual, os leites fermentados ndo devem ser submetidos a
nenhum tratamento térmico apdés o processo de fermentagcdo (BRASIL, 2007). Os
micro-organismos utilizados durante o processo de fermentacao devem ser viaveis, ativos e
abundantes, ou seja, estar em concentracdo minima de 1,0 x 108 UFC/g no produto final e
durante todo o prazo de validade do mesmo. Os quesitos microbiol6gicos dos leites

fermentados estdo descritos na Tabela 4 abaixo:

Tabela 4 Critérios microbioldgicos para analise de leites fermentados

Micro-organismos Criterio de aceitacao
Coliformes/g (30 °C) n=5c=2 m=10 M=10
Coliformes/g (45 °C) n=5 c=2 m<3 M=10
Bolores e leveduras/g n=5 c=2 m=50 M=200

Fonte: Brasil (2007).

3.6.2 Probidticos

O termo probiético tem derivagdo de duas palavras da lingua grega “pros” e “bios”,
cujo significado é “pela vida”, totalmente inverso ao termo comumente conhecido “antibiotico”,
cujo significado é “contra a vida”. A aplicacao desta palavra foi feita pela primeira vez pelos
cientistas Lilly e Stillwell (1965), com o intuito de descrever substancias produzidas por micro-
organismos, que favoreciam o desenvolvimento de outros micro-organismos. A partir disso,
varias definicoes foram feitas para o termo probiético (VASILJEVIC; SHAH, 2008).

Atualmente, no Brasil, a Resolugao RDC n® 2, de 7 de janeiro de 2002, da ANVISA,
considera como probiéticos, 0os micro-organismos vivos capazes de melhorar o equilibrio
microbiano intestinal, produzindo efeitos benéficos a salde do individuo (ANVISA, 2002).

Diversos produtos, contendo probidticos, jA podem ser encontrados no mercado
brasileiro, sendo a grande maioria deles de base lactea (Tabela 5). O cientista russo
Metchnikoff, em 1910, foi o primeiro a demonstrar que o consumo regular de leites
fermentados oferecia beneficios a saude (GONCALVES; EBERLE, 2009).

Tabela5 Produtos com probiéticos comercializados no Brasil

Produto Probiético
Leite Fermentado YAKULT (Yakult) Lactobacillus casei Shirota
ACTIVIA (Danone) Bifidobacterium animalis

ACTIMEL (Danone) Lactobacilus casei defensis



24

Leite Fermentado CHAMYTO (Nestlé) Lactobacillus paracasei
LECTIVE (Leco) Bifidobacterium animalis subsp. Lactis
Leite Fermentado VIG TURMA (Vigor) Lactobacillus casei, L. acidophilus

Do ponto de vista tecnolégico, os micro-organismos probiéticos devem possibilitar sua
produgcdo em larga escala industrial, bem como resistir ao processamento tecnolédgico
empregado (PRADO et al.,, 2008). Ap6s o processamento, deve ainda manter a acidez do
produto estavel, bem como apresentar sabor ou aroma adequados ao paladar, textura
agradavel logo apds o processo de fermentacdo e, manter uma contagem de células viaveis
durante o prazo de validade do produto.

Além dos produtos de origem lactea, outras matrizes de alimentos vem sendo
utilizadas recentemente como veiculo para micro-organismos probioticos, tais como sucos de
frutas e de vegetais, bem como outros produtos de natureza ndo lactea como soja (ZARE et
al., 2012).

Diversos estudos demonstraram que sao multiplos os fatores que afetam a viabilidade
do micro-organismos probiéticos em produtos comerciais, principalmente em veiculos lacteos
como os leites fermentados, devido a fatores como o pH, niveis de acidez e a presenca de
outros micro-organismos, bem como a temperatura de incubagéo utilizada e a presenca de
oxigénio. Afora isso, foi constatado que as bactérias probi6ticas demonstram baixa atividade
proteolitica no leite de vaca, o que dificulta seu emprego tecnoldgico (DAMIN et al., 2008).

Varios géneros bacterianos e algumas leveduras sdo utlizados como
micro-organismos  probioticos, incluindo os géneros Lactobacillus, Leuconostoc,
Bifidobacterium, Propionibacterium, Enterococcus e Saccharomyces, no entanto, estudos tém
demostrado que as principais espécies com caracteristicas probiéticas sao o Bifidobacterium
spp., L. acidophilus e o L. casei (SHAH, 2007). A Bifidobacterium sp., que é um micro-
organismo importante no intestino humano, é atualmente um probiético muito utilizado para
iogurte (CHANG et al., 2010).

Diversos autores descrevem, por meio de estudos realizados em humanos, uma série
de beneficios a saude, nos produtos que possuem micro-organismos probiéticos, incluindo:
atividade antimicrobiana, controle de micro-organismos patogénicos, hidrélise da lactose,
modulagdo da constipacao (Tabela 6), atividade antimutagénica e anticarcinogénica (KUMAR
et al., 2012), reducao do colesterol sanguineo e obesidade (AN et al., 2011; NAITO et al.,
2011).

Tabela 6 Efeitos benéficos e aplicagdes terapéuticas atribuidas as bactérias probidticas em
humanos e alguns critérios de selecdo de micro-organismos pro-biéticos

Alguns critérios para a selecao de Micro-
Efeitos benéficos organismos probidticos

Manutengao da microflora intestinal normal I) origem humana,
Antagonista de crescimento de patogénicos I) resisténcia aos sucos gastricos,
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Estimulacédo do sistema imunolégico
Reducgéao da intolerancia a lactose
Reducgéao dos niveis de colesterol

Impedimento da reabsorcdo de compostos
aminados indesejaveis

Desconjugagéao de acidos biliares
Diminui¢do de doengas coronarias
Atividade antimutagénica
Atividade anticarcinogénica
Atividade antitumorogénica

[l) capacidade de aderéncia a mucosa intestinal,
IV) resisténcia a bilis

V) resisténcia a lisozima,

VI) *persisténcia no trato intestinal humano

VII) *produgéao de substancias antimicrobianas,
VIII) *Antagonistas de bactérias patogénicas e
carcinogénicas,

IX) *seguros para uso clinico e alimenticio,

X) numeros elevados de microrganismos
probidticos, no momento de seu consumo,

devendo para isto, resistir as condi¢gdes de
processamentos (desidratagdo, congelamento,
liofilizacao),

Xl) * validade clinica e com documentagao dos
efeitos a saude.

Melhora o valor nutricional dos alimentos
Efeitos nutricionais

‘

Aplicacées terapéuticas
Prevencao de infecgao urogenital
Alivio da constipagao
Protecéo contra a diarreia dos viajantes
Prevencao de diarreia infantil
Reducéao de diarreia induzida por antibiéticos
Prevencao de hipocolesterimia
Prevencao contra cancer de colo e bexiga
Prevencéo da osteoporose.

Notas: 'Lourens-Hattingh e Viljoen (2001); 2 Fooks, Fuller e Gibson (1999); *Saarela et al. (2000).

Segundo pesquizadores como Zuccotti et al. (2008), para ser utilizado como probibtico,
0 micro-organismo precisa ter a identificacdo internacionalmente conhecida (espécie e
subespécie da cepa), além de resistir a acidez géstrica e a agao dos sais biliares dentro do
corpo humano. Deve demonstrar beneficios ao hospedeiro (demonstrados in vivo e in vitro),
por meio de uma dose previamente conhecida. Deve ter capacidade de adesdo ao muco ou
epitélio intestinal, apresentar seguranca comprovada (baixo risco de infeccao sistémica e de
producao de toxinas deletérias) e possuir a garantia da manutencao da viabilidade do micro-
organismo até o momento do consumo na forma de capsula, pé ou a produtos lacteos e
fermentados.

Segundo Badaré et al. (2008), algumas bactérias dos genéros Lactobacilus,
Bifidobacterium, Streptococcus, séo utilizadas como probiéticos destacando-se atualmente os
géneros Lactobacilus spp. e Bifidobacterium spp. nos produtos fermentados.

As bactérias probidticas, principalmente os Lactobacillus acidophilus e as

Bifidobacterium spp, sado normalmente dominantes no intestino humano. Esses
micro-organismos inibem o crescimento de organismos patogénicos, pela producao de acidos
organicos, bacteriocinas e desconjugacao de sais biliares (REDONDO, 2008).

Para que ocorram os efeitos benéficos ja citados, uma grande quantidade de
micro-organismos viaveis devem estar presentes ao longo da vida util do produto. Afora isso,

estes devem possuir resisténcia a passagem no meio acido do estdmago, bem como a
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toxicidade da bili, capacidade de colonizar o trato gastrointestinal e inibir patégenos e, ainda,
ter a capacidade de modular o sistema imunolégico (SANCHES et al., 2009).

3.6.3 Prebiodticos

Prebidticos sdo componentes conhecidos como fibras alimentares que nado sao
absorvidos pelo sistema digestério, chegando intactos aos intestinos e aproveitados pelos
micro-organismos benéficos, garantindo efeitos positivos a salde. Atualmente, sao
conhecidas fibras prebiéticas sollveis e insollves. Sdo consideradas fibras prebioticas
sollveis os carboidratos complexos como os galactoligossacarideos, as oligofrutoses, a
polidextrose e a inulina. Entre as fibras prebiotticas insollveis se encontram farelo de trigo e
fibra de abdbora, entre outros (BIOGEN IDEC, 2011).

Dentre as fungdes dos alimentos prebioticos, podem ser citadas algumas relacionadas
a uma atuacgao direta como: aumento do tempo de esvaziamento do estémago, modulagao
do transito do trato gastrointestinal, diminuicdo de colesterol via adsorcao de acidos biliares e
por meio de atuagao indireta, modulando a fermentacao microbiana pelo estimulo de bactérias
bifidas responsaveis pelo aumento de acidos graxos de cadeia curta, diminuicdo de pH e
diminui¢ao na absorgao da aménia (BORTOLOZO; QUADRQOS, 2007).

A dose diaria dos prebidticos ndao € um determinante do seu efeito, que é
principalmente influenciado pelo nimero de bifidobactéria/g nas fezes antes do inicio da
suplementacao da dieta com prebiéticos (ROBERFROID, 2007).

Como os prebibticos sdo componentes alimentares nao-viaveis, a gama de produtos
aos quais podem ser adicionados é muito maior do que para as culturas probibticas, visto que
para estas a manutencao da viabilidade é imprescindivel. Além disso, os prebioticos tém a
vantagem de ser estaveis a processos térmicos e a exposi¢do ao oxigénio (VENTER, 2007).

3.6.4 Prebioticos na soja

A soja e seus derivados tém recebido atencao dos pesquisadores, principalmente
devido a grande quantidade e qualidade de sua proteina, sendo ela, dentre os vegetais, o
melhor substituto de produtos de origem animal, além de ser uma importante fonte de fibras,
oligossacarideos com potencial prebiético como rafinose e estaquiose, vitaminas e minerais
(FUCHS et al., 2005). Segundo Santos e Cangado (2009), os principais prebiéticos utilizados
pela industria alimenticia sdo os frutooligossacarideos (FOS), maltooligossacarideos,
galactooligossacarideos, inulina e fibras insollveis, como aveia, granola, linhaga ou, ainda,

oligossacarideos, como a rafinose € a estaquiose encontrados na soja.
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Produtos como oligossacarideos funcionais (rafinose e estaquiose) presentes na soja,
possuem um efeito de sinergismo, gerando melhores resultados no desenvolvimento de
bactérias fermentadoras destas fibras, como sugerem Stefe, Alves e Ribeiro (2008).

Conforme descrito por Hauly, Fuchs e Ferreira (2005), o extrato de soja, assim como
o leite, é adequado para o crescimento de bactérias laticas. Os oligossacarideos (rafinose e
estaquiose), aminoacidos e peptideos presentes na soja estimulam um crescimento
microbiano. Sendo assim, a bebida fermentada de soja, obtida por meio da fermentacao
através da acdo de micro-organismos probioticos, apresenta caracteristicas sensoriais

semelhantes as do iogurte tradicional.

3.6.5 Simbioticos

Os alimentos simbioticos sdo mais do que apenas uma mistura de probidticos e
prebidticos, sendo necessario que haja sinergia entre os dois componentes. O
desenvolvimento desses alimentos requer um longo processo de avaliacdo, em que
prebiodticos selecionados e cepas probidticas sao testados, tanto in vitro como in vivo, com a
finalidade de encontrar os pares com maior atividade e sinergia (HUEBNER; WEHLING;
HUTKINS, 2007).

Atualmente, a definicao de simbidtico inclui duas abordagens: complementaridade e
sinergia. Nos produtos simbiéticos complementares, o probiético é escolhido com base nos
efeitos benéficos sobre o hospedeiro, independentemente do prebidtico escolhido, para
aumentar seletivamente a concentracao de micro-organismos benéficos ja presentes no trato
gastrintestinal. Ja nos sinérgicos, o prebidtico é escolhido especificamente para estimular a
multiplicacdo e a atividade do probiético selecionado para a adigdo no produto, contribuindo,
para a sua sobrevivéncia no trato gastrintestinal (KOLIDA; GIBSON, 2011).

3.6.6 Produtos nao lacteos probioticos a base de cereais

Os produtos lacteos fermentados compreendem ainda, a maior parte dos alimentos
contendo culturas probiéticas (CESPEDES et al., 2013), sendo estes adequados para a
incorporacdo de micro-organismos probibticos por ja apresentarem imagem positiva diante
dos consumidores, ndo necessitarem de mudangas na tecnologia de fabricacao envolvida, e
pela capacidade de proteger os probiéticos através do transito gastrointestinal (AWAISHEH,
2012). No entanto, outros alimentos tém sido investigados como potenciais veiculos
carreadores dessas culturas, como: bebidas preparadas a partir de cereais
(CHARALAMPOPOULOS; PANDIELLA, 2010) e produtos de soja (SINGH et al., 2011).

Em bebidas nado lacteas, os micro-organismos probiéticos tém sido geralmente
empregados em sucos fermentados (ELLENDERSEN et al., 2012), devido a maior adaptagao
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e aumento de viabilidade do micro-organismo probiotico no meio acido, durante o processo
de fermentacao.

3.6.7 Alimentos funcionais

O termo “alimentos funcionais” foi primeiramente utilizado no Japao nos anos 1980,
para produtos alimenticios fortalecidos com alguns constituintes especiais, que possuem
efeitos fisiol6gicos positivos, logo, vantajosos a saude humana (BIANCO, 2008).

Segundo Favero (2007), alimentos funcionais sao alimentos que proporcionam a quem
os consome, além das fung¢des nutricionais basicas, um beneficio fisiolégico, de maneira
relevante para o bem estar e a salde ou para a reducao do risco de adquirir uma doenca.

Segundo a legislacao brasileira atual, alimento funcional é todo alimento ou ingrediente
que, para alegar propriedades funcionais ou de saude deve, além das fungdes nutricionais
basicas, quando se tratar de nutriente, produzir também efeitos metabdlicos e fisioldgicos e/ou
efeitos benéficos a salde, devendo este ser seguro para consumo sem a necessidade de
supervisao médica (ANVISA,1999). Considera-se alegacao de propriedade funcional, aquela
relativa ao papel metabdlico ou fisioldgico que tanto o nutriente quanto o ndo nutriente tém no
crescimento, desenvolvimento, na manutencéo e em outras fungdes normais do organismo
humano, mediante demonstragdo da eficacia do mesmo. Conforme ja descrito, uma alegagéao
de propriedade funcional “é aquela que tem relagcdo ao papel metabdlico ou fisioldgico que o
nutriente ou nao nutriente tem no crescimento, desenvolvimento, manutencdo e outras
funcbes normais do organismo humano”; enquanto que uma alegacado de propriedade de
salde “é aquela que afirma, sugere ou implica a existéncia de relagcao entre o alimento com
doenca ou alguma condigao relacionada a saude” (ANVISA, 1999). Dessa forma, um produto
ndo necessita deste registro para ter em sua composicao um nutriente “funcional” — proteina
de soja, fibras ou outros — este registro & necessario apenas para que a empresa alegue que
0 seu produto contém propriedades funcionais. Os critérios utilizados para avaliagdo das
alegacdes de propriedades funcionais ou de salde nos alimentos no Brasil seguem as
diretrizes do Guia Alimentar para a Populagao Brasileira, de acordo com a Politica Nacional
de Alimentacao e Saude (STRINGHETA et al., 2007).

Probidticos, prebidticos e simbidticos podem ser classificados como alimentos
funcionais promotores de saulde e representam o maior segmento do mercado de alimentos
funcionais da Europa, Japao e Australia (SARKAR, 2008).

Ja é amplamente disseminado pela comunidade e literatura cientifica que a ingestao
regular desses tipos de alimentos pode reduzir riscos de enfermidades como o céancer,
doencas cardiovasculares, osteoporose, problemas intestinais (KANG et al, 2013).
Atualmente é comum o consumidor considerar a qualidade, a seguranca e até a conformidade
ambiental nas decisdes de aquisicdo dos produtos. Por outro lado, os produtores tém de
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responder a estes requisitos, aumentando a qualidade, funcionalidade e a sustentabilidade
dos processos e produtos (WOGNUM et al., 2011).

Para que os alimentos funcionais sejam eficazes, & preciso que seu uso seja regular
e, também, que estejam associados ao aumento da ingestdo de frutas, verduras, cereais
integrais, carne, leite de soja e alimentos ricos em Omega-3 (VIDAL et al., 2012).

Os alimentos funcionais ndo curam doengas, ao contrario dos remédios. Eles
apresentam componentes ativos capazes de prevenir doencas ou reduzir o risco de certas
doencas. Quando consumidos em sua forma natural, ou seja, na forma de alimento, ndo
apresentam contra indicagdes e podem ser consumidos com tranquilidade, sem prescrigcao
médica. Dentre as doengas mais investigadas estao: cardiovasculares, cancer, hipertensao,
diabetes, doencas inflamatoérias, intestinais, certas afec¢des reumaticas, Mal de Alzheimer,
entre outras (FAVERO, 2007).

Atualmente, existem diversas categorias e tipologias utilizadas para a classificacado de
alimentos funcionais. Segundo relatério da FAO (2007), estes produtos podem ser divididos
em quatro categorias:

- compostos antioxidantes (atuantes no sistema imunoldgico, vitaminas);

- redutores de riscos cardiovasculares (Omega 3, entre outros);

- reguladores da fisiologia do trato gastrointestinal (probiéticos, fibras);

- moduladores de fungdes comportamentais e psicolégicas (energéticos).

As novas tendéncias alimentares justificam o desenvolvimento de alimentos
funcionais, devido a habitos adquiridos pelas pessoas de se alimentarem de maneira pouco
balanceada e pobre em nutrientes essenciais ao organismo (SALGADO; ALMEIDA, 2010).

Mundialmente, foi estimado um crescimento no total de vendas de alimentos funcionais
de 75 bilhdes de délares em 2007, para 130 bilhdes de délares em 2015 (GLOBAL INDUSTRY
ANALYSTS, 2012).

3.6.7.1 A soja como alimento funcional

A soja é importante fonte de compostos como fibras e oligossacarideos, com potencial
prebidtico como a rafinose e estaquiose. Concentragbes elevadas de compostos
considerados bioativos, como saponinas e isoflavonas, revelam a soja como um alimento
saudavel (TSENG; XIONG, 2009). Segundo Cavallini et al. (2009), dos componentes bioativos
pertencentes a soja, o de maior interesse atualmente sdo as isoflavonas.

Segundo Hiraoka (2008), dentre os alimentos funcionais, a soja se destaca por suas
propriedades nutricionais, terapéuticas e por seu efeito benéfico a salde, pois contém
substratos capazes de prevenir doengas cronicas degenerativas como o cancer de mama.

Contudo, apesar dos seus beneficios a soja ainda € pouco consumida por suas caracteristicas



30

sensoriais nao tao agradaveis ao paladar e também pelo desconhecimento de suas
particularidades funcionais pela populagéo brasileira.

Nas ultimas décadas, a soja recebeu especial atencao dos cientistas de alimentos, em
virtude da qualidade de suas proteinas. Pelas propriedades funcionais que possui, ela tem um
grande potencial na industria alimenticia, especialmente devido a sua influéncia benéfica a
salide humana. Varios trabalhos denotam que o extrato hidrossolivel de soja é adequado
para a multiplicagdo de micro-organismos laticos e, dentre eles, as bifidobactérias (AHMAD
et al.,, 2008).

Micro-organismos probioéticos, como Lactobacilos e bifidobactérias ja foram utilizados
em varios trabalhos bem sucedidos para o desenvolvimento de extrato hidrossollvel de soja
fermentado, chamado também de “iogurte de soja” (KAUR; MISHRA; KUMAR, 2009).

Os fatores antinutricionais encontrados na soja, agem como inibidores da absorcéao
parcial dos nutrientes, como, por exemplo, os fitatos que sdo antivitaminicos e antiminerais,
ou seja, impedem que parte das vitaminas e minerais sejam absorvidas pelo organismo, outra
substancia antinutricional sdo os oxalatos, que se unem com o célcio disponivel, formando o
oxalato de calcio, composto que da origem a cristais insollveis que sdo excretados pela urina,
porém, antes de chegar a esta etapa, passam pelo canal dos rins e podem causar calculos
renais. Entretanto, esses fatores antinutricionais sdo eliminados pelo processo de coccao
realizado antes da fermentagao da soja na elaboragao de bebidas, por exemplo (BENEVIDES
etal., 2011).

3.6.7.2 0 mercado de produtos funcionais

Segundo relatério publicado, em 2008, pela Nilsen, empresa especializada em
pesquisa, informacao e analise de mercado, apresentando o comportamento do mercado de
alimentos e bebidas 2006-2007, questbes relacionadas ao envelhecimento, obesidade e
salde infantil continuardo a impulsionar as compras das categorias mais importantes
(NILSEN, 2008). Nota-se que o consumidor esta mais critico e exigente, em relagdo a sua
salde, e quer ser informado acerca das origens e processos de producao dos alimentos que
consome, 0s niveis de seguranga, a higiene, e a presenca de produtos quimicos e outras
questdes ambientais associadas (FALGUERA; ALIGUER; FALGUERA, 2012).

Entre 2006 € 2007, o crescimento global de categorias de alimentos e bebidas foi
mensurado em 6%, sendo que bebidas probibticas apresentaram um crescimento de 13%.
Este tipo de produto apresenta um ciclo menos sazonal, quando comparado a outras
categorias de bebidas (NILSEN, 2008), o que criou uma forte demanda por alimentos da
categoria funcionais, ou seja, alimentos para os quais pode ser demonstrado que afetam

beneficamente uma ou mais fungdes do organismo, além de garantirem os efeitos nutricionais
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adequados, de modo relevante para a melhora da saude e bem-estar, bem como o risco de
doencas, tais como diarreia, cancer e doencgas cardiovasculares (CHAMPAGNE et al., 2009).

Alguns autores ja citam, como exemplo da perspectiva de crescimento do mercado
dos alimentos funcionais, a utilizacdo destes no continente africano: Ukeyima, Enujiugha e
Sanni (2010) relatam que propriedades da polpa de cereais, cultivados em certos locais da
Africa, tém apresentado efeitos benéficos ao organismo humano, motivo pelo qual maes
nigerianas dao o liquido proveniente da sua fermentagdo aos bebés durante a fase de
amamentacao, visando a eliminacao de doencas. Situacao idéntica ocorre no Zimbabue, onde
um tipo de leite fermentado tradicional daquele local é popularmente conhecido e apreciado
por suas propriedades medicinais (UKEYIMA; ENUJIUGHA; SANNI, 2010). Utilizando este
tipo de visdo, os alimentos funcionais poderiam acompanhar tendéncias de estudos de
produtos medicinais e expandir habitos ja tradicionais como os citados anteriormente,
associados a saude (UKEYIMA; ENUJIUGHA; SANNI, 2010).

Criar alternativas tecnolégicas para aumentar o valor nutricional dos alimentos vem se
tornando uma tarefa de grande importancia, pois os consumidores estdo cada vez mais
exigentes em busca de uma alimentagdo equilibrada e saudavel, o que viabiliza, também, o
desenvolvimento de sobremesas com caracteristicas funcionais (HENRIQUE et al., 2008).

Os alimentos funcionais podem ser encontrados para consumo humano de duas
formas: naturais e artificiais. Os Ultimos, por sua vez, sdo fabricados por empresas
especializadas e autorizadas. As formas naturais sao os alimentos que contém: acidos graxos
(linoleico, Omega-3 e 6, e limonoides), fibras, probiéticos (lactobacilos e bifidobactérias),
compostos fendlicos (resveratrol, isoflavona e zeaxantina) e carotendides (betacaroteno,
licopeno, luteina) (VIDAL et al., 2012).

3.7 Banana

A banana (Musa sapientum), originaria do continente asiatico, pertencente a familia
Musaceae é uma das frutas mais consumidas no mundo. Atualmente seu cultivo é explorado
na maioria dos paises tropicais. No Brasil é cultivada, desde a faixa litordnea até os planaltos
do interior. As regides produtoras de maior destaque sao o Vale do Ribeira no estado de Sao
Paulo, Jaragua do Sul, em Santa Catarina, Janaiba no norte de Minas Gerais e
Petrolina/Juazeiro no nordeste. As variedades mais difundidas sao: prata, pacovan, prata-ana,
maca, mydore, terra e d’Angola, além da nanica e nanicdo (MARTINEZ et al., 2009).

A banana é uma das frutas mais importantes do mundo, tanto em relagao a produgao
quanto a comercializacio. A cultura da banana destaca-se como a quarta cultura de alimento
mais importante do mundo apés o arroz, o milho e o leite (IZIDORO, 2007).
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A regiao Nordeste é responsavel pela maior producdo de bananas, com 2,7 milhées
de toneladas, ocupando uma area de 210.374 ha, correspondendo a 38,6% da produgao total
do pais, seguida pela Sudeste, com 29,8% da producao (IBGE, 2009).

Como a banana pode ser processada em diferentes estagios de maturacdo, uma das
opcdes é submeté-la a processos de secagem ainda verde e o produto obtido (farinha da
banana verde) é utilizado na linha de produtos panificaveis com substituicao parcial ou total
da farinha de trigo (POIANI et al., 2008).

De acordo com dados do IBGE (2010), as trés regides de destaque no cultivo de
bananas, no Brasil, sdo: Nordeste, Sudeste e Sul (Tabela 7).

Tabela7 Producdo de banana nas regides geograficas brasileiras, em toneladas

Regi6es geograficas Producéo ()
Nordeste 2.649.412
Sudeste 2.226.297
Sul 1.022.610
Norte 814.929
Centro-oeste 249.544
Brasil 6.962.792

Fonte: IBGE (2010).

A boa aceitacdo da banana se deve aos seus aspectos sensoriais e ao valor
nutricional, consistindo em fonte energética, devido a presenca de carboidratos, minerais e
vitaminas. Contribuem para a sua aceitacdo a auséncia de sementes duras e de suco na
polpa, além de sua disponibilidade durante todo o ano (FASOLIN et al., 2007).

Do total de bananas produzidas no pais, aproximadamente, 40% sao perdidos
somente na fase pos-colheita. As principais causas sao: 0 manuseio excessivo e 0 uso de
embalagens ndo adequadas, como as caixas de madeira que, além de causar sérios
problemas de contaminacdo dos frutos, sdo pouco econdémicas. O transporte dos frutos
também é inadequado. O uso de caminhdes com sistema de refrigeracdo no transporte de
banana ainda é muito pequeno, assim como o uso de refrigeracdo nos supermercados,
segmento mais exigente em qualidade de fruto (EMBRAPA, 2013).

Na Tabela 8 estao apresentados alguns valores importantes da composi¢do quimica
da banana madura, como a quantidade de fibras presentes, e que sdo usadas no processo
de fermentacéo por bactérias acido-laticas.
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Tabela8 Composicdo quimica da banana

Parametros (%) Banana verde Banana madura
Proteinas 5,30 5,52
Lipidios 0,78 0,68
Fibra 0,49 0,30
Cinzas 3,27 4,09
Amido resistente 62,00 2,58
Sacarose 1,23 53,20

Nota: Composi¢ao aproximada da banana em diferentes estagios de maturacao (UNICAMP, 2006).

Embora ndo seja o maior produtor, o Brasil apresenta o maior consumo mundial per
capita, que é superior a 20 quilos/ano. Em nosso pais, a banana é a mais importante fruta
consumida como complemento alimentar, principalmente pelas classes de menor poder
aquisitivo, constituindo elemento importante na alimentagdo dessa populagdo, ndo s6 pelo
alto valor nutritivo, mas também e, principalmente, pelo baixo custo. Praticamente toda a
producao de banana é consumida in natura e somente uma pequena parcela é submetida a
algum processo de industrializagdo. Nos paises e regides menos desenvolvidos, o cultivo da
banana desempenha um papel econémico e social relevante, atuando na fixagdo da mao de
obra rural, gerando postos de trabalho no campo e nas cidades e contribuindo para o
desenvolvimento regional (FASOLIN et al., 2007).

Devido a alta atividade de agua, sdo necessario processos que melhorem suas
condicoes de armazenamento e transporte (LEITE et al., 2011) e por ser de alta perecibilidade,
ela necessita de técnicas para o seu armazenamento, como a secagem, a qual tem como
objetivo eliminar um liquido volatil (agua) contido na matéria prima através da evaporagéo,
proporcionando sua conservacao por mais tempo, aumentando seu tempo de prateleira, em
relagédo ao produto in natura (DANTAS et al., 2010).

A banana quando cozida verde, perde tanino, responsavel pela adstringéncia e a polpa
permite a produgao de varios alimentos, como pao, nhoque (entre outras massas), patés e
maionese, 0 que ressalta a importancia dessa matéria-prima, por apresentar diversidade de
aplicacoes (IZIDORO et al., 2008).

Sua utilizagdo em alimentos é de extensdo consideravel, pois ndo altera o sabor,
aumenta a quantidade de fibras, proteinas e nutrientes, além de aumentar significativamente
o rendimento dos produtos. O desenvolvimento de uma emulsao adicionada de polpa de
banana verde € uma maneira de agregar valor nutritivo a um produto que pode ser consumido
em larga escala (IZIDORO et al., 2008).

3.7.1 Obtencao da farinha de banana verde

De acordo com a Resolucao RDC n° 263, de 22 de setembro de 2005, que aprovou o

Regulamento Técnico para produtos derivados de cereais: amidos, farinhas e farelos, sao os
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produtos obtidos de partes comestiveis de uma ou mais espécies de cereais, leguminosas,
frutos, sementes, tubérculos e rizomas, por moagem e/ou outros processos tecnoldgicos
considerados seguros para producdo de alimentos (BRASIL, 2005). Para a obtencao de
farinha tendo-se como matéria-prima uma fruta, o processo de secagem deve preceder o de
moagem, sendo que diversos tipos de secadores podem ser empregados.

A partir da secagem da polpa de banana verde é possivel obter uma farinha de banana
verde, que apresenta sabor suave, podendo substituir outras farinhas sem prejuizo desta
caracteristica sensorial. A secagem pode ser natural ou artificial e, quando bem processada,
pode ser utilizada como matéria prima de inimeros produtos, principalmente em panificagao
(MARTINEZ et al., 2009).

A polpa de banana verde, que pode ser desidratada, apresenta 70 a 80% de amido,
quantidade que pode ser comparada a do endosperma de graos como o milho e vegetais
como a batata (ZHANG et al., 2005).

A banana verde apresenta alto teor de amido e baixo teor de aglcares e compostos
aromaticos, sendo rica em flavondides, que age protegendo a mucosa gastrica, além de
possuir quantidades significativas de amido resistente (RODRIGUEZ-AMBRIZ et al., 2008).

Conforme o Sistema Brasileiro de Respostas Técnicas — SBRT (2005), as farinhas de
banana podem ser obtidas de secagem natural ou artificial, através de bananas verdes ou
semiverdes das variedades, prata, terra, cavendish, nanica ou nanicdo. Quando bem
processadas, podem ser utilizadas em panificagdo e alimentos infantis. Sua qualidade
depende de varios fatores, incluindo matéria-prima, método de secagem, técnicas de
procedimento e formas de armazenamento.

A farinha de banana verde pode ser utilizada em substituicao a farinha de trigo na
preparacao de massas, paes, bolos, biscoitos, entre outros, com a vantagem de conferir a
esses alimentos os beneficios do amido resistente e de nao conter glaten, permitindo o seu
consumo pelos celiacos (ZANDONADI, 2009).

Ramos, Leonel e Leonel (2009) avaliaram o teor de amido resistente (AR) na farinha
de banana verde e constataram que ela apresenta valores consideraveis desse componente,
variando de 10% a 40%, dependendo do gendtipo da banana. A presenca de AR na
elaboragdo de produtos € de interesse tanto para a industria de alimentos como para o
consumidor. O AR pode ser utilizado na elaboracdo de produtos com reduzido teor de lipidios
e /ou agucares e como fonte de fibra alimentar (LAJOLO et al., 2001).

Moraes Neto et al. (1998) obtiveram 3,2% de teor de proteina e 4,1% para as cinzas
da farinha de banana verde, enquanto Fasolin et al. (2007) obtiveram 4,54% e 2,62%,

respectivamente, de acordo com a Tabela 9.
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Tabela9 Composicédo centesimal da farinha de banana verde

Componentes Quantidades (mg.100 g-)

Umidade 7,55+ 0,13

Cinzas 2,62+ 0,06

Proteinas 4,54+ 0,20

Lipidios 1,89+ 0,11

Amido 73,28 £ 0,90

Acucares redutores Tragos

Acucares nao redutores Tracos

Nota: *Valores médios de trés repeticdes com trés determinagdes cada uma + desvio padréo.
Fonte: Fasolin et al. (2007).

Diversos trabalhos foram publicados sobre as propriedades da banana verde,
abordando os efeitos benéficos sobre alguns males, como: cancer coloretal, diarreia, indice
glicémico, resposta insulinica, dislipidemias, doencas cardiovasculares e doenca celiaca
(ZANDONADI, 2009)

Atualmente, o processo de desidratacdo de frutas e hortalicas mais empregado e
utilizado para a elaboragao de farinhas, utiliza a técnica de secagem por ar quente, por ser,
dentre as existentes, a mais simples e econémica. Nesse método, o ar aquecido € colocado
em contato com o material a ser seco, para que ocorra a transferéncia de calor (principalmente
por convecgao) e de massa, que se da pela migragao da agua do interior para a superficie do
produto e a evaporagao desta para o ambiente. Para a obtengéo de produtos de alta qualidade
a um custo adequado, a secagem deve ocorrer 0 mais rapidamente possivel, sendo que os
fatores que mais afetam a taxa e o tempo total de secagem sao: as propriedades fisicas da
matéria-prima, principalmente o tamanho e a geometria, as propriedades do ar (temperatura,
umidade relativa e velocidade) e as caracteristicas de projeto do equipamento, tais como a
forma de circulagao do ar através do produto. Para a secagem de frutas em pedacgos podem
ser usados o0s secadores de bandejas, tunel, esteira e pneumatico (ORMENESE, 2010).

A aceitagao de alimentos acrescidos de banana verde tem sido alvo de varios estudos
sensoriais, por se tratar de fonte alternativa de nutrientes saudaveis ao consumidor. A cor é
um atributo de qualidade inerente de cada alimento e muito importante para a maioria dos
consumidores. A associagao da cor com a aceitabilidade de um produto € universal (IZIDORO
et al., 2008). Amaro (2012) obteve resultado significativo em seu estudo, para o crescimento
de bactérias probiéticas, empregando a farinha de banana verde como agente prebidtico,
porém, neste estudo, foi analisado somente o crescimento de micro-organismos do tipo

bifidobactérias.
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3.8 Analise sensorial

A definicdo de Analise Sensorial, segundo o /nstitute of Food Science and Technology
(IFT) “é uma disciplina usada para provocar, medir, analisar e interpretar as reacdes
produzidas pelas caracteristicas dos alimentos e materiais, e como elas séo percebidas pelos
sentidos da visao, olfato, paladar, tato e audicdo”. Como ciéncia, a Andlise Sensorial surgiu
em 1940, nos Estados Unidos e nos paises Escandinavos. Na Europa Continental surgiu
somente no final da década de 1950 (ESTEVES, 2009). Na Figura 3 é apresentado um
fluxograma do conceito atual da Analise Sensorial.

(d) Relacao
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: Alimento (a) Estimulacao Homem ,
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I
T !
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(b) Medicao : (c) Comun/cacéo:
| I
[ Y 1
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Figura5 Estrutura de interpretacédo da analise sensorial.
Fonte: Esteves (2009).

Assim, a Analise Sensorial decorre da interpretacdo dos estimulos provocados nos
individuos por sua interagdao com os produtos ou alimentos, que resultam de varias sensacoes
que se originam de reacdes fisiologicas, gerando uma interpretacdo das propriedades
intrinsecas ao produto no individuo (IAL, 2008).

Um produto alimenticio tem como o destino final o consumidor, logo, a
aceitagao/preferéncia dos alimentos é melhor avaliada quando o préprio consumidor faz parte
desse processo. A andlise sensorial permite esse elo entre o consumidor e o produto,
fornecendo aos interessados informacoes preciosas que vao refletir a posicdo do mesmo no
mercado, uma vez que nao basta um produto ter caracteristicas quimicas, fisicas e
microbioldgicas satisfatérias, se, sensorialmente, esse produto ndo é bem aceito pelo seu
publico (MINIM, 2010).

O impacto sensorial da adicdo de micro-organismos probiéticos e elementos

prebidticos em alimentos ainda nao foi extensivamente relatado em estudos, contudo, ja é
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possivel assumir que a adicao de ingredientes, considerados atualmente como funcionais,
provavelmente, produzirdo alimentos com perfis de sabor diferenciados, em relacdo a
produtos sem adicdo (GRANATO et al., 2010). A adicao de prebidticos a alimentos tem maior
influéncia na textura e aroma dos produtos que os contém, enquanto a adicao de probibticos
tem maior efeito no sabor e aroma. No primeiro caso, o ingrediente prebidtico é adicionado a
matriz do produto, reforcando as interagdes ja existentes nos componentes do alimento. No
segundo caso, o metabolismo da cultura probiética pode resultar na producdo de
componentes, como acido latico que contribuem com o sabor dos produtos (CRUZ et al.,
2010).

Atualmente as principais aplicagbes da andlise sensorial nas industrias sao:
desenvolvimento de produtos, controle de qualidade, monitoramento de produtos
concorrentes, teste de armazenamento e correlagdes entre medidas sensoriais e
fisico-quimicas (MACATELLI, 2006). Pesquisas sugerem que o uso e aplicacdo de testes
sensoriais descritivos, em bebidas principalmente, tém aumentado e continuarao dessa forma
nos proximos anos (PINHEIRO, 2010).

Os métodos sensoriais sao classificados em trés amplas categorias: discriminativos,
descritivos e afetivos. Os discriminativos apresentam provas de diferencas e/ou semelhancas
e compreendem testes como os de comparacao pareada, duo-trio e triangular. Os descritivos
sao de identificacao e quantificagéo de atributos sensoriais, incluindo testes de perfil de sabor,
perfil de textura e analise descritiva quantitativa. Ja os afetivos sdo de preferéncia e aceitacao
e apresentam testes como os de comparagao pareada, ordenacgao, escala hedobnica e escala
de atitude (DUTCOSKY, 2013).

De acordo com Faria e Yotsuyanagi (2002), as técnicas de avaliacao sensorial foram
desenvolvidas desde 300 a. C, a partir da necessidade de produtores obterem classificacao
de produtos como vinho e café, entre outros, cujo preco era definido a partir da classificagao
de qualidade efetuada por expert ou especialista no produto. Sendo assim, a analise sensorial,
enquanto ciéncia foi definida pela Divisdo de Avaliagdo Sensorial do Institute of Food
Technologists (IFT), como sendo “uma disciplina cientifica usada para evocar, medir, analisar
e interpretar reagOes as caracteristicas de alimentos e materiais percebidas pelos sentidos da
visao, olfato, gosto, tato e audicao” (FARIA; YOTSUYANAGI, 2002).

O resultado da interagdo entre o alimento e o homem é a qualidade sensorial do
alimento, que pode variar de pessoa para pessoa. Acredita-se que a qualidade sensorial é
funcédo tanto dos estimulos que vém dos alimentos quanto das condicdes fisiologicas,
sociolégicas e psicolégicas dos individuos que o avaliam (FREITAS, 2011).

Para que o produto tenha uma aceitabilidade no mercado, a indistria de alimentos se
preocupa com a qualidade sensorial de seus produtos, porém, para medir essa aceitabilidade,
os métodos vao variar em fungao do estagio de evolugao tecnolédgica da industria (FREITAS,
2011).
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Hoje em dia, ndo basta o alimento ter beneficios étimos para a saude, mas também, a
aparéncia, odor, sabor e textura influenciam, e muito, na escolha do alimento pelo consumidor
(CASE et al., 2005).

A anadlise sensorial define o sucesso ou insucesso dos produtos no mercado, sendo
efetiva no controle de qualidade de produtos alimenticios, prevendo a aceitagio ou rejeicao
destes produtos pelo publico consumidor (FERREIRA et al., 2000).

3.8.1 Testes afetivos

Nos testes afetivos a selegio da equipe nado esta vinculada a capacidade do julgador
de discriminar amostras ou descrever atributos de um produto, mas a busca de consumidores
que se incluam como publico-alvo ou consumidores em potencial do produto. Alguns critérios
nessa escolha podem ser considerados, dentre eles, frequéncia de consumo, idade, sexo e
estado civil. O teste afetivo de preferéncia é usado para saber quais alimentos os individuos
preferem sem, no entanto, definir o quanto gostam dos mesmos. Ja o teste de aceitacao
determina o status afetivo do alimento, isto €, o quanto ele é aceito pelos consumidores
(DELLA LUCIA; MINIM, 2006).
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4 MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento das formulacdes desta pesquisa foi realizado no Laboratério de
Laticinios e as analises sensoriais foram aplicadas no Laboratério de Analise Sensorial,
ambos da Universidade Tecnolégica Federal do Parana, campus de Medianeira - PR.

Foram realizados pré-testes para definicdo da formulacio e posterior fermentacao,
através da utilizacdo de micro-organismos laticos probiéticos. Ainda, foram utilizadas neste
estudo':

- bebidas obtidas de extrato de soja em pd, marca VITAO®, Lote 140205, com

validade até 5 de fevereiro de 2015;
- farinha de banana, marca Linea verde alimentos Limitada®:
- polpa de goiaba concentrada, marca Maguari;
- acUcar refinado da marca UNIAO®, Lote T 172, com validade até 02/07/2015;
- fermentos tipo DVS (direct vat set) da marca SACCO tipo SAB 440, contendo
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium bifidum;

- corante Soft Gel Mix vermelho morango 25 g, contendo corantes artificiais ponceau
4R (INS124) e vermelho 40 (INS129), permitidos pela legislagao vigente (BRASIL,
2007).

As etapas de producéao da bebida fermentada de soja estdo demonstradas na Figura 6.

' A citagdo de marcas de produtos e equipamentos nesta tese ndo significa indicagdo comercial,
somente a adequada referenciacdo dos materiais e processos aplicados na pesquisa.
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Extrato de soja + agua filtrada + Analise sensorial
12% agucar + farinha banana verde

| t

Pasteurizagdo  (fogo  brando) Andlises fisico-quimicas e

85 °C/20 min. microbiolégicas

Resfriamento em banho de agua e Armazenagem em refrigerador a

gelo, até atingir 37 °C temperatura de 5°C

Adi¢o da cultura SAB 440 Adicdo da polpa de goiaba
(10% p/v)

| 1

Fermentagéo 37 °C em fermenteira | _,. | Resfriamento inicial, até 20°C
de ago inox, até acidez proxima a
60° Dornic ecoagulagao

Figura6 Fluxograma da produgao do extrato hidrossollvel de soja fermentado.

41 Elaboracéo da bebida fermentada

O trabalho foi dividido em trés etapas: a primeira etapa compreendeu a fermentagao
do extrato aquoso de soja, variando-se a quantidade de soja utilizada (8, 10 e 12%) e de
farinha de banana (0, 2, 3 e 4%), totalizando 12 tratamentos sendo:

T1 = bebida fermentada com 8% de extrato aquoso de soja, sabor goiaba;

T2 = bebida fermentada com 8% de extrato aquoso de soja, sabor goiaba e adicionada
de 2% de farinha da banana verde;

T3 = bebida fermentada com 8% de extrato aquoso de soja, sabor goiaba e adicionada
de 3% de farinha da banana verde;

T4 = bebida fermentada com 8% de extrato aquoso de soja, sabor goiaba e adicionada
de 4% de farinha da banana verde;

T5 = bebida fermentada com 10% de extrato aquoso de soja, sabor goiaba;

T6 = bebida fermentada com 10% de extrato aquoso de soja, sabor goiaba e
adicionada de 2% de farinha da banana verde;

T7 = bebida fermentada com 10% de extrato aquoso de soja, sabor goiaba e
adicionada de 3% de farinha da banana verde;

T8 = bebida fermentada com 10% de extrato aquoso de soja, sabor goiaba e
adicionada de 4% de farinha da banana verde;

T9 = bebida fermentada com 12% de extrato aquoso de soja, sabor goiaba;
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T10 = bebida fermentada com 12% de extrato aquoso de soja, sabor goiaba e
adicionada de 2% de farinha da banana verde;

T11 = bebida fermentada com 12% de extrato aquoso de soja, sabor goiaba e
adicionada de 3% de farinha da banana verde;

T12 = bebida fermentada com 12% de extrato aquoso de soja, sabor goiaba e
adicionada de 4% de farinha da banana verde.

Essa etapa foi realizada com o objetivo de avaliar a melhor técnica de fermentar o
extrato aquoso de soja reconstituido, de modo a favorecer o desenvolvimento e obter a maior
viabilidade possivel dos micro-organismos probiéticos envolvidos no estudo.

O extrato aquoso de soja foi reconstituido em agua, conforme o experimento,
totalizando, aproximadamente, 8, 10 € 12% de sélidos totais, com agucar (12% p/v), sob
agitagcdo constante e vigorosa. Nos tratamentos necessarios foram adicionados diferentes
percentuais de farinha da banana.

A mistura foi aquecida até 85 °C e mantida por 20 minutos em banho termostatizado.
Em seguida, foi resfriada em banho de agua e gelo até atingir 37 °C, para receber a cultura
lactica probidtica em condi¢cdes assépticas. O produto foi entdo incubado a 37 °C, em
fermenteira de ago inox (Figura 7), e o tempo de fermentagao da bebida foi calculado a partir
do inicio da inoculagédo dos micro-organismos laticos, até que fosse obtido o valor em acidez

préximo a 60° Dornic.

Figura7 Fermenteira em ago inox de tamanho laboratorial, utilizada para o processo de
fermentacéo.

Terminada a fermentagdo, realizou-se o resfriamento inicial até 20 °C,

aproximadamente, e a quebra do codgulo por agitagdo manual, durante 30 segundos, seguida
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por resfriamento final em banho de agua e gelo. Nesse momento, foi adicionada a polpa de
goiaba (10 % p/v) e 50 mg/Kg de corante para alimentos, contendo corantes artificiais ponceau
4R (INS124) e vermelho 40 (INS129), permitidos pela legislagao vigente (BRASIL, 2007).

A bebida foi embalada em potes plasticos e armazenada em refrigerador a temperatura
de 5 °C, aproximadamente (Figura 8).

Figura8 Camara de armazenamento utilizada, e detalhe do demonstrativo de temperatura.

A segunda etapa, realizada no estudo, foi referente a avaliagdo quimica, fisico-quimica
e microbiolégica. Foram realizadas analises de acidez em acido latico (°Dornic), pH (com o
equipamento WTW, modelo pH 330i/ set), umidade, gordura, residuo mineral fixo, proteina,
carboidratos totais, contagem de micro-organismos probiéticos e anélises microbiol6gicas da
qualidade, requeridas pela legislacao de leites fermentados (BRASIL, 2007), garantindo a
seguranga dos provadores durante a andlise sensorial realizada. As analises fisico-quimicas,
apds a fermentacao, foram realizadas em ftriplicatas. As andlises microbiolégicas dos micro-
organismos probiéticos em estudo foram realizadas em triplicatas em cada um dos 12
tratamentos, nos tempos 0,7, 14, 21, 28 e 35 dias de estocagem. Foi realizada a otimizagao
no processo de enumeracao de bactérias laticas, visando proporcionar maior contagem
destas em agar MRS, no tratamento que apresentou a maior contagem inicial de micro-
organismos probioticos, apds a fermentacao da bebida.

A terceira etapa consistiu na avaliagdo sensorial pelo consumidor final, com a inteng¢éo

de verificar a aceitabilidade do novo produto utilizando o teste de escala heddnica de nove
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pontos. Foram realizadas 4 analises semanais, sendo uma analise para cada tratamento. Ao
final das 12 analises, foram repetidas andlises com as 3 melhores formulagdes que obtiveram
a melhor pontuagao.

4.2 Procedimentos éticos

O estudo foi encaminhado ao Comité de Etica de Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana (ANEXO A) e aprovado sob o parecer de
namero 871.669, de 12 de novembro de 2014.

4.3 Delineamento experimental

O experimento envolveu 2 fatores: A (quantidade de extrato de soja) e B (% de Farinha
da banana), com 3 e 4 niveis, respectivamente, e 3 repeticdes, totalizando 12 tratamentos
distintos. Os tratamentos foram abordados estatisticamente mediante andlise de variancia
(teste F) e comparacoes multiplas de Tukey, utilizando um nivel de significancia de 5%. Foi
realizada a otimizacdo na quantificacdo do niumero de colénias de bactérias laticas em agar
MRS do tratamento com maior contagem inicial de micro-organismos laticos, avaliando um
possivel aumento na contagem das mesmas em placas de Petri. Para isso, no planejamento
experimental, foram avaliados os fatores independentes: temperatura e tempo de incubagéo,
e como variavel dependente (resposta), a contagem do maior numero de bactérias laticas
probiéticas em placas, com o qual foi avaliado experimentalmente o comportamento das
variaveis independentes na resposta, seguindo-se o planejamento fatorial completo 22 (com
11 ensaios), apresentados na Tabela 10.

Os resultados das contagens do numero de células bacterianas, presentes em cada
ensaio, foram expressos em unidades formadoras de colénias por mL (UFC mL"). Para a
analise estatistica dos dados obtidos experimentalmente, foi utilizado o Teste F e Anova, com
o software STATISTICA for Windows, versdo 7.0 (STATSOFT™, 2006).
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Tabela 10 Delineamento do experimento com as variaveis codificadas e reais

Variaveis independentes

Ensaio Codificadas Reais
Temperatura Tempo Temperatura (2C) Tempo (h)
1 -1 -1 32 35
2 1 -1 42 35
3 -1 1 32 61
4 1 1 42 61
5 -1,41 0 30 48
6 1,41 0 44 48
7 0 -1,41 37 29,7
8 0 1,41 37 66,4
9 0 0 37 48
10 0 0 37 48
11 0 0 37 48

4.4 Analises fisico-quimicas

Foram realizadas as analises fisico-quimicas do extrato aquoso de soja reconstituido,
e da bebida fermentada simbidtica saborizada.

4.41 Determinacao de pH

A determinacgéo do pH foi realizada utilizando-se o medidor de pH Tecnal (modelo Tec-
3MP), de acordo com as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 1985).

4.4.2 Analise de acidez titulavel

A acidez titulavel foi determinada por titulacdes com solucédo de hidroxido de sédio
(NaOH) 0,1N, utilizando fenolftaleina como indicador. Os resultados foram expressos de
acordo com os componentes com carater acido, como o acido lactico, em graus Dornic, de
acordo com metodologia proposta por Brasil (2006).

4.4.3 Analise de gordura

O teor da fracao lipidica das bebidas foi determinado pelo processo de extragao de
Gerber (BRASIL, 1981), adaptado para iogurte.
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4.4.4 Analise de residuo mineral fixo

A analise de residuo mineral fixo foi realizada por incineracdo de 2 g de amostra a
550 °C, segundo Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1AL, 2008).

4.4.5 Analise de proteina

A determinacgao do percentual proteico foi feita pelo método de micro-kjeldahl, segundo
o Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008), utilizando fator de ajuste de 6,25 como fator de converséao

do teor de N em proteina.

4.4.6 Analise de umidade

A andlise de umidade foi determinada pelo método gravimétrico, com emprego de
calor, em que se determinou a perda de peso da bebida fermentada, quando submetido ao
aquecimento em estufa (105 °C) até obtencao de peso constante, segundo Brasil (2006).

4.4.7 Anadlise de atividade de agua

As bebidas fermentadas foram submetidas a analise de atividade de agua em aparelho
da marca Aqualab®, modelo 4 TE da marca Braseq - brasileira de equipamento Ltda., e a
leitura dos dados foi realizada por medida direta, na temperatura de 25 °C, pelos métodos
descritos no manual do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).

4.4.8 Anadlise de carboidratos totais
O teor de carboidratos foi calculado pela diferenga entre os sélidos totais e o0 somatério

dos teores de gordura, proteinas e cinzas em cada formulagdo, conforme a férmula: %
Carboidratos = 100 — (% umidade + % proteina + % lipidios + % cinzas).

4.4.9 Analise de fibras

A determinagao do teor de fibra alimentar total foi realizada tendo por base o método
AOAC 985.29 (enzimatico-gravimétrico), conforme descrito por Prosky et al. (1988).
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4.5 Determinacao dos parametros microbiolégicos

4.5.1 Determinagdo de micro-organismos indicadores dos parametros

microbioldgicos sanitarios da bebida fermentada

Foram realizadas analises microbiolégicas de qualidade nas 12 formulagdes da bebida
elaborada segundo a legislagdo vigente de bebidas fermentadas (BRASIL, 2007), como
contagem de coliformes a 45 °C e a 35 °C, utilizando-se o método de NUumero Mais Provavel
(NMP/mL) e a contagem de bolores e leveduras por plaqueamento em superficie.

Para pesquisa de coliformes a 35 °C, foi utilizado o teste presuntivo, no qual aliquotas
de 1 mL de cada diluicdo foram transferidas para tubos contendo caldo lauril sulfato triptose
(LST) (Oxoid) e incubados a 37° C por 48 horas. Ap6s o periodo de incubacao, aliquotas dos
tubos positivos (com turvagéo nitida e formagéao de gas no interior dos tubos de Durham)
foram transferidas para caldo VB (Oxoid) e incubadas a 35 °C por 24 horas (SILVA, 2007).

Para pesquisa de coliformes termotolerantes (45 °C) foi utilizado o mesmo teste
presuntivo, conforme descrito acima, no qual aliquotas dos tubos positivos apds incubacao
inicial (com turvagado e com gas no interior dos tubos de Durham) foram transferidas para
caldo EC (Oxoid) e incubadas a 45° C por 24 horas (SILVA, 2007).

Para a determinagéo de bolores e leveduras, aliquotas de 1 mL de cada diluicao das
amostras foram transferidas para placas PetriflmTMYM (3M Microbiology), para a
determinagao de bolores e leveduras. As placas PetrifimTMYM foram incubadas em estufa
bacteriolégica, a 25 °C por 5 dias (SILVA, 2007).

4.5.2 Determinacao da viabilidade dos micro-organismos probiéticos da bebida
fermentada

Decorridos os tempos de armazenamento descritos no item 4.1, foram efetuadas
contagens das populagdes dos micro-organismos probibticos Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium animalis, e de Streptococcus Thermophilus, presentes na cultura SAB 440 da
SACCQO® ao longo do armazenamento dos produtos, em cada uma das formulages. A
contagem de micro-organismos probiodticos foi realizada em triplicata, utilizando o
Lactobacillus MRS Agar, recomendado pelo grupo E-104 da International Dairy Federation,
International Standards Organization e Association of Official Analytical Chemists
(IDF/ISO/AOAC GROUP E-104, 1995), segundo metodologia descrita por Silva (2007).

Foram feitas as diluicbes decimais seriadas, em que 25 mL de amostra foram
transferidos de forma asséptica para um frasco de Erlenmeyer estéril contendo 225 mL de
agua destilada peptonada a 0,1% v/v. Essa solucao foi entdo homogeneizada, e em seguida
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feitas as diluicbes subsequentes e necessarias a analise. As amostras foram diluidas em agua
salina peptonada (0,9% v/v salina, 0,1% v/v peptona) e a contagem de micro-organismos
probioticos viaveis foi determinada no meio de cultura desidratado Lactobacillus agar MRS,
da marca HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., pelo método de plaqueamento em profundidade,
utilizando sobrecamada do mesmo meio de cultura, visando garantir condicdes microerofilas,
sendo, posteriormente, realizada a incubagao anaerdbica a 37 °C, durante 48 horas (SILVA,
2007).

O método de contagem em placa é a técnica atualmente mais usada na determinagao
de uma populagao de micro-organismos em estudo, e quantifica apenas as células viaveis do
micro-organismo. Neste método, considera-se que cada colénia formada é originada do
crescimento e da multiplicagdo de apenas uma bactéria. Todavia, frequentemente, uma
colénia em crescimento é o resultado nao de apenas uma Unica bactéria, mas de uma cadeia
de bactérias e, por isso, a técnica de contagem em placas é, geralmente, chamada de
unidades formadoras de col6nias (UFC), por grama ou ml do produto em estudo.

Pela convencao adotada pela Food and Drug Administration, que controla alimentos e
medicamentos, deve-se realizar a contagem somente nas placas que contenham de 25 a 250
colénias (UFC), de modo a n&o propiciar uma contagem errnea do niumero de células, devido
ao seu excesso na placa de Petri. Com o intuito de garantir que o nimero de col6nias
desenvolvidas na placa (UFC) permaneca na faixa desejada, é utilizado o método de diluicdo
em série (CASE et al., 2005), ja descrito.

4.5.3 Testes de confirmac¢ao bioquimica

Afora as analises microbiol6gicas especificas para enumeragao de bactérias laticas,
foram realizados também testes de confirmacao bioquimica (catalase e coloragdo de gram),
conforme descritos por Carvalho (2007), com o intuito de garantir a real presenca dos
micro-organismos probioticos na bebida fermentada.

No teste de coloracédo de gram foi feito inicialmente o esfregaco, o qual compreende
uma camada muito fina de amostra sobre uma Iamina de vidro. A mesma foi seca ao ar, e sua
fixacdo na lamina foi realizada algumas vezes pelo calor presente na chama do bico de
Bunsem, com a intengdo de imobilizar as células ali presentes, tendo em vista sua melhor
visualizacdo ao microscopio. Por se tratarem de amostras liquidas, no presente estudo
realizou-se a desinfecg¢édo do local com alcool 70% e retirou-se uma algada de amostra com
alca de platina previamente estéril. Colocou-se essa amostra na regido central da lamina.
Espalhou-se uniformemente a amostra no centro da lamina. Aguardou-se a secagem do
esfregagco em contato com o ar. Passou-se a lamina, com o lado do esfregago virado para
cima, trés vezes sobre o calor da chama do bico de Bunsem. Com o esfregaco ja elaborado,

realizou-se a adigdo de corantes conforme descrito abaixo:
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- cobriu-se 0 mesmo com cristal violeta por dois minutos;

- escorreu-se o corante;

- cobriu-se o esfregaco com lugol por um minuto;

- escorreu-se o corante e lavou-se em agua corrente (baixa pressao);

- lavou-se com élcool visando a retirada do corante;

- lavou-se em agua corrente;

- cobriu-se o esfregaco com fucsina por 30s;

- lavou-se em agua corrente novamente;

- aguardou-se a secagem;

- adicionou-se uma gota de 6leo de imersao sobre o esfregaco.

Apés a fixagdo dos corantes necessarios, realizou-se a observagdo em microscopio
com objetiva de imerséo e classificou-se, conforme visualiza¢gdo, como sendo gram-positivos
ou gram-negativos (CARVALHO, 2007).

Para o teste da catalase, seguiu-se metodologia de Speck (1984), sendo as culturas
semeadas por meio de estrias no agar MRS inclinado. Ap6s incubagéo, a 37 °C por 48 horas,
realizou-se o teste adicionando-se, sobre as colénias, 1 mL de per6xido de hidrogénio a 3,5%,
observando-se a formacao de bolhas, que caracterizam resultado positivo.

4.5.4 Otimizacao dos tempos de incubacido e temperaturas descritas no método de
enumeracao de bactérias laticas

A premissa do presente trabalho foi otimizar o processo de contagem de bactérias
laticas, em fungcédo de duas variaveis independentes (temperatura e tempo de incubagao),
tendo como resposta a quantidade de bactérias laticas totais. Para isso, foi conduzido um
experimento avaliando o agar MRS (Himedia) que é um dos meios de cultura comumente
utilizado na contagem e enumeracgéo de bactérias laticas, em cinco diferentes temperaturas
de incubagao (30, 32, 37, 42 e 44 °C) e cinco diferentes periodos de incubacgao (29,7, 35, 48,
61 e 66h), com objetivo de verificar qual € a melhor condicdo que proporciona o maior nimero
de bactérias laticas, seguindo-se o planejamento fatorial completo (com 11 experimentos)
mostrado na Tabela 10, a partir do tratamento com melhor desenvolvimento de bactérias

laticas totais, no modo convencional de andlise ja realizado.

4.6 Analise sensorial

A avaliacdo sensorial dos produtos desenvolvidos no presente trabalho foi aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Tecnolégica Federal do Parana, sob o
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parecer de numero 871669 de 12/11/2014, conforme consta no Oficio CEP/FCF/72/2009
(ANEXO A). Nos Apéndices A e B estao inclusos, respectivamente, o modelo da ficha para o
teste de aceitacdo e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), aprovados e
utilizados.

A avaliagao sensorial dos produtos estudados foi realizada no Laborat6rio de Analise
Sensorial da Universidade Tecnologica Federal do Parana, campus de Medianeira - PR, em
quatro etapas, apos os testes fisico-quimicos e microbiol6gicos ja citados, afim de garantir a
seguranca dos julgadores. Foi realizado o teste de aceitabilidade, utilizando-se a escala
hedbénica de nove pontos (FARIA; YOTSUYANAGI, 2002), com variacdo de desgostei
muitissimo (1 ponto) a gostei muitissimo (9 pontos), utilizando-se para codificagdo das
amostras a tabela de nimeros aleatorios, de acordo com Ferreira et al. (2000). Para este
teste, foram utilizados 120 julgadores nao treinados do quadro de docentes e discentes com
idade entre 19 e 50 anos, do Curso Superior de Tecnologia em Alimentos da Universidade
Tecnol6gica Federal do Parana (UTFPR), campus de Medianeira - PR. A interpretacao
estatistica do teste foi realizada pela analise de variancia (ANOVA), com teste de comparacao
de médias pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de significancia (BARBETTA, 2002). O indice
de aceitabilidade foi calculado segundo Monteiro (1984).

As analises tiveram em vista a comparacao dos diferentes percentuais de extrato de
soja e farinha de banana verde dos tratamentos, visando uma possivel comercializacao de
produtos similares no comércio e a seguranca dos provadores.

Para a avaliacdo sensorial, amostras de aproximadamente 20 g das diferentes
formulagdes supracitadas, codificadas com 3 algarismos, aleatoriamente, foram oferecidas
aos julgadores, em um total de 4 sessbes. As amostras foram servidas em copos plasticos
devidamente higienizados. Cada formulagéo foi apresentada a 120 provadores nao treinados
em cada periodo nas cabines individuais presentes no laboratério (Figura 9).



Figura9 Cabine sensorial no momento da aplicacao do teste de aceitabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises fisico-quimicas

5.1.1 Composicao centesimal da farinha de banana

Os resultados das andlises fisico-quimicas da farinha de banana utilizada nas
formulacdes estao apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 Resultado das determinagdes fisico-quimicas da farinha de banana utilizada

Parametros Valores
Umidade* 4,18+ 0,22
Cinzas* 2,11+ 0,08
Proteinas* 4,23+ 0,20
Lipidios™ 0,60+ 0,10
Fibras* 17,3+ 0,17

Nota: *Referente a trés repeti¢des.

A composigao centesimal da farinha de banana, utilizada no presente estudo,
apresentou um baixo teor médio de umidade, tendo como resultado 4,18%, favorecendo o
aumento da vida de prateleira deste produto, tanto nos quesitos fisico-quimicos como
microbioldgicos. Fasolin et al. (2007) obtiveram 7,55% para a andlise do teor de umidade.
Segundo a ANVISA (1978a), o teor de umidade recomendado para farinhas panificaveis deve
ser inferior ao valor de 15 g.100 g~'. O valor encontrado no presente estudo, apresentou-se
dentro deste parametro.

Estudando a obtengéo de farinhas de banana verde e utilizando-se processos de
liofilizacdo e secagem em tambor rotativo, microondas e secador de bandejas, os
pesquisadores Pacheco-Delahaye et al. (2008) obtiveram farinhas com teores de umidade de
2,36, 5,46, 6,73 e 11,75%, respectivamente. Para esses autores, as farinhas com teor de
umidade inferior a 20%, na pratica, ja sdo consideradas estaveis durante a vida de prateleira.
As diferencas significativas no percentual de umidade das farinhas destes pesquizadores
podem ser explicadas pela possivel diferenga na composicdo das bananas dos diferentes
cachos utilizados como matéria-prima, tendo em vista que os mesmos tenham sido cultivados
em diferentes areas de plantio e colhidos em épocas diferentes também.

Medeiros et al. (2010), no estudo do processo de obtengéo e caracterizacao da farinha
de banana verde, encontraram 2,27% de cinzas e 3,87% de proteinas. Moraes Neto et al.
(1998) obtiveram 3,2% de teor de proteina e 4,1% para as cinzas da farinha de banana verde,
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enquanto Fasolin et al. (2007) obtiveram 4,54% e 2,62%, respectivamente. Quanto ao teor de
cinzas, o valor médio encontrado no presente trabalho foi de 2,11%, valor este similar ao
encontrado por Torres et al. (2005), de 2% para a cultivar nanicao.

Para o valor do teor de lipidios presentes na farinha de banana, a analise indicou um
baixo teor de 0,60%, préximo ao valor encontrado por Torres et al. (2005): 0,53%, quando
estudaram a farinha de banana do tipo extrusada, enquanto Fasolin et al. (2007) obtiveram o
valor de 1,89%, valor este superior ao encontrado no presente estudo, possivelmente devido
ao diferente tipo de banana utilizada no processo. Lii, Chang e Young (1982), em seus estudos
acerca da mudanca na composi¢ao das bananas durante o periodo amadurecimento, também
analisaram a polpa da banana verde e madura, variedade Taiwan (crua), e obtiveram o valor
de 0,78% de lipideos para a banana verde e 0,68% para a banana madura, teor aproximado
de 0,88%, também demonstrado por Medeiros et al. (2010). Segundo Medeiros et al. (2010),
a banana é uma étima fonte de potassio e outros minerais, além de ser rica também em amido
e carboidratos, entretanto, apresenta baixo teor de gorduras e proteinas.

Neste estudo, o teor de fibra alimentar da farinha de banana verde encontrado foi de
17,3%. Pinheiro (2007), em seu experimento com farinha da casca do maracuja amarelo (base
seca), encontrou 57,36%, sendo este valor superior ao encontrado no presente estudo. Por
outro lado, os resultados de Nucleo de Pesquisas em Alimentagao - NEPA (2006) foram de
1,9% para a banana tipo nanica e 2,0% para banana ouro, bem como ao valor de fibra
alimentar total encontrado por Da Mota et al. (2000) para a cultivar Musa acuminata, subgrupo
Cavendish (6,53% base seca). Na definicao utilizada pela FAO/WHO (2006), as fibras
alimentares s&o consideradas como carboidratos com grau de polimerizagao igual ou superior
a 3 (ndo inclui mono e dissacarideos), nao digeridos e nem absorvidos no intestino delgado
humano. Logo, consistem de carboidratos comestiveis que estao presentes nos alimentos in
natura, de carboidratos de matéria-prima alimenticia, obtida a partir de meios fisicos,
enzimaticos ou quimicos e dos carboidratos sintéticos (ORMENESE, 2010).

A farinha de banana verde representa uma fonte concentrada de carboidratos nao
disponiveis, correspondendo a 71% de fibra alimentar total, amido resistente e frutanos, base
seca (USP, 1998), o qual é considerado rica fonte de Fibra alimentar total. Dessa forma, o alto
conteldo de carboidratos ndo disponiveis e presentes na farinha de banana verde,
representados pelo Amido resistente e Fibra alimentar total, possibilita sua utilizagdo para
suprir as recomendagobes diarias de Fibra alimentar total e, ao mesmo tempo, sinaliza o
potencial deste ingrediente para promover o desenvolvimento de micro-organismos benéficos
a saude intestinal humana.

Segundo Haralampu (2000), as fibras agem com o amido resistente presente na
farinha de banana, servindo de substrato para o crescimento de micro-organismos probiéticos,
atuando neste caso como potencial agente prebiético, melhorando o compromisso do
presente estudo com relacdo a ingestdo e a manutencao de micro-organismos probiéticos ao
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ser humano, com o consumo das bebidas fermentadas a partir da soja. A metabolizacao das
fibras pelos micro-organismos via fermentagao, resulta na produgdo de acidos graxos de
cadeia curta, como acetato, propionato € butirato; gases carbénico e hidrogénio €, em alguns
individuos, metano; e diminuicdo do pH do célon. A maioria destes compostos agem na
prevengdo de doengas inflamatérias do intestino, além de auxiliarem na manutencdo da
integridade do epitélio intestinal.

5.2 Composicao centesimal do extrato hidrossoluvel de soja

Os resultados das andlises fisico-quimicas do extrato hidrossolivel de soja em pé
utilizado nas formulagdes, estdo demonstrados na Tabela 12.

Tabela 12 Valores médios da composicao centesimal (%) do extrato hidrossolluvel de soja

em pod
Parametros Valores* Unidade
Umidade* 5,5+ 0,30 %
Cinzas* 5,8+ 0,20 %
Proteinas* 46+ 0,50 %
Lipidios™ 18,5+ 0,30 %
Fibras* 2,5+ 0,20 %

Nota: *Referente a trés repeti¢des.

No estudo de comparagao da composicao de algumas diferentes cultivares utilizadas
para a obtencd@o de farinhas de soja, os teores de cinzas encontrados no presente estudo
foram semelhantes aos resultados apresentados por Bavia et al. (2012) e Seibel et al. (2013)
que, em seus trabalhos, citam valores semelhantes para a cultivar BRS 257 (6,33 g.100g™" e
6,60 g.100g™", respectivamente) e de 5,66 g.100g" e 6,35 g.100g" para outras cultivares,
tendo os valores de 4,45 g.100g™" e 6,45 g.100g™" para Seibel et al. (2013).

O valor proteico do extrato hidrossollvel de soja em pé utilizado no presente estudo
atende ao regulamento técnico para produtos proteicos de origem vegetal da ANVISA RDC-
n. 268, de 22 de setembro de 2005, que prevé um valor minimo de 40% (g/100g) de proteina
para o extrato de soja em pd (ANVISA, 2005).

A soja é uma excelente fonte de proteinas de alto valor nutricional, porém, embora seja
uma das melhores fontes proteicas de origem vegetal, é inferior aos produtos de origem
animal, por apresentar deficiéncia em aminoacidos sulfurados, sendo a metionina o
aminoacido limitante (MENDONCA, 2006). Além da elevada quantidade e qualidade proteica,
dentre os demais vegetais, comprovada pela analise demonstrada na Tabela 12, a soja é

importante fonte de outros compostos, como fibras, isoflavonas e oligossacarideos com
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potencial prebidtico (rafinose e estaquiose) (FUCHS et al, 2005; HAULY; FUCHS;
FERREIRA, 2005), que contribuem para o aumento da multiplicagdo dos micro-organismos
probiéticos utilizados nas formulagbes do presente trabalho.

Os valores apresentados na Tabela 13 sdo semelhantes aos encontrados no gréo de
soja, que possui entre 38 a 40% de proteinas, 19 a 20% de lipidios, 5% de minerais e 23 a
34% de carboidratos. (EMBRAPA, 2013).

Seibel et al. (2013) encontraram resultados de percentual proteico semelhantes
(41,08% para a cultivar BRS 216, 41,66% para a cultivar BRS 257 e 39,41% para a BRS 267),
enquanto Bavia et al. (2012) apresentaram valores inferiores ao do presente estudo (36,81%
para BRS 216, 36,43% para BRS 257 e 36,69% para BRS 267), devido a utilizacdo de
diferentes cultivares de soja.

Em relacéo aos lipidios, o resultado alcangado no presente estudo ficou abaixo dos
obtidos por Bavia et al. (2012), que encontraram valores maiores para todas as cultivares
utilizadas: (21,98% - BRS 216; 22,90% - BRS 257; 23,94% - BRS 267). Valor abaixo também
do resultado encontrado por Silva et al. (2012b), de 25,60 g.100g-1, ao analisarem a farinha
integral de soja da cultivar BRS 232, antes e depois do processo de fermentagao,
respectivamente. Todavia, os resultados do presente estudo estdo mais préximos aos
relatados por Jackson et al. (2006): de 39,0% para as proteinas, 21,7% para 0os componentes
lipidicos e 5,4% para os minerais. Segundo Bowles € Demiate (2006), a diferenca entre os
resultados pode estar relacionada com a taxa e formas de extragcao, o que resulta diretamente
na concentracdo dos compostos contidos no extrato, fato este que explica a diferenca
encontrada em alguns estudos.

O valor de fibras encontrados no presente estudo (2,5%) foi maior que o descrito por
USDA (2011), na comparagao que fez entre Extrato de soja e Leite de Vaca, alcancando o
valor de 0,6%. Segundo Lazzari (2006), o teor dos compostos é bastante variavel, sofrendo
influéncia de fatores tais como tipo de cultivar, época do plantio, localizagdo geografica e

estresse ambiental.

Na Tabela 13 esta expressa a informacao nutricional presente no rétulo da embalagem
do extrato de soja utilizado no presente estudo.
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Tabela 13 Valores da composicao centesimal (%) do extrato hidrossollvel de soja em p6

Informacao Nutricional de porcao de 30 g

VD*
Valor energético 141 Kcal = 592 KJ 7%
Carboidratos 7,8% 3%
Proteinas 119 15%
Gorduras Totais 709 13%
Gorduras saturadas 1,49 6%
Gorduras trans 0g **
Fibra alimentar 0,79 3%
Saddio 18 mg 1%

Nota: * Valores diarios de referéncia, com base em uma dieta de 2.500 calorias.

As analises do extrato hidrossollvel de soja (Tabela 12) demonstram que os valores
informados pelo fabricante (Tabela 13) sao diferentes dos resultados obtidos. O conteudo real

de fibra alimentar, por exemplo, é de 2,5%, frente a 0,7% informado em sua embalagem.

5.3  Evolucao dos parametros de acidez e pH durante a fermentacao da bebida

Na Tabela 14 estdao demonstrados os parametros de acidez (em graus Dornic) e pH,
quantificados desde o inicio da fermentagéo ao seu final.

As 12 formulagdes apresentaram um desenvolvimento satisfatério da fermentagao
durante a incubacao, feita em fermenteira de aco inox (Tabela 13), atingindo uma faixa de pH
entre 4,61 e 4,39, em um periodo de tempo que variou de 9 a 7 horas e 30 minutos. A variacao
de tempo pode estar associada ao diferente percentual de sélidos totais presentes em cada
formulacdo, evidenciado na diferenga significativa (p<0,05) de abaixamento de pH ocorrida
nas formulagcées com maior percentual de sélidos. Todavia, ocorreu menores reducées no pH
final quando o produto fora adicionado com 12% de extrato hidrossollvel de soja e/ou 4% de
farinha de banana verde em pé. O pH inicial em cada tratamento, antes de iniciar o processo
de fermentacdo apresentou pequena variagdo, ocasionado pelo diferente teor de soélidos
presentes nestes (extrato de soja e farinha de banana), ou seja, um comportamento esperado,
causando diferenga na leitura do pHmetro durante a analise.
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Tabela 14 Valores referentes ao tempo, a acidez (°Dornic) e ao pH, durante a fermentacao

da bebida
Tempo de
Tratamento fermentacéao (h) pH inicial* pH final* Acidez (°D)*
1 8 6,606+0,00 @ 4,563+0,00 92 61+0,00
2 8 6,603+0,00 2 4,613+0,00 64+0,00
3 8 6,633+0,00 ¢° 4,58+0,000 o 66+0,00
4 7:30 6,65+0,00" 4,493+0,00 ¢ 65+0,00
5 7:30 6,70+0,00 b 4,46310,00° 6210,00
6 7:30 6,706+0,00 4,433+0,00 ¢ 66+0,00
7 7 6,726+0,009 4,40310,00 %9 6710,00
8 7 6,773+0,00" 4,39+0,00 bh 62+0,00
9 8 6,80+0,00° 4,65+0,00 61+0,00
10 8:30 6,806+0,00° 4,68+0,001 6310,00
11 9 6,836+0,00¢ 4,77+0,00'a 64+0,00
12 9 6,84+0,00¢ 4,76+0,002 60+0,00

Notas: *Referente a trés repeticoes.
Teste de Tukey realizado entre os 12 tratamentos do pH inicial, sem correlagdo com pH final.

Letras iguais indicam valores com medias estatisticas semelhantes (p<5%).

A reducao nos valores de pH ap6s o processo de fermentagdo é comum em bebidas
e outros produtos lacteos e ndo-lacteos fermentados, o que reflete a produgao continua de
acido latico e de outros &cidos organicos, durante o processo de fermentagao da lactose pelas
culturas starter e probiéticas utilizadas (WANG et al., 2009).

Os valores de pH (4,61 a 4,39) alcancados neste estudo, estdo dentro de uma faixa
que, segundo Liu et al. (2006) confere homeostase aos micro-organismos lactobacilos e
bifidobactérias presentes na cultura utilizada para a fermentagdo, além de combater
micro-organismos patogénicos, tais como clostridios, salmonelas e bactérias deteriorantes,
limitando o desenvolvimento destes no meio. Dessa forma, a reducdo do pH nas bebidas
tornou-se um fator importante para a conservagao do produto desenvolvido neste trabalho,
uma vez que este nao foi adicionado de conservantes.

Segundo o regulamento técnico de identidade e qualidade de leites fermentados,
utilizado como parametro neste estudo (BRASIL, 2007), o leite fermentado ou cultivado deve
apresentar acidez (g de acido lactico/100g) de 0,6 a 2,0, ao final do processo de fermentagao.
Todos os tratamentos do presente estudo finalizaram a fermentagao cumprindo a exigéncia
deste regulamento, visto que atualmente nao ha no Brasil uma legislagao prépria para bebidas
fermentadas exclusivamente com a soja, € a analise de acidez titulavel é influenciada pelos
teores de sélidos contidos em cada tipo de tratamento.

Todas as formulagdes elaboradas apresentaram um tempo de fermentagdo superior
ao do iogurte comercial, o qual utiliza leite bovino na sua elaboragao, e levemente superior ao
de alguns fermentados a base de extrato hidrossollvel de soja, nos quais se utilizam fermento

exclusivo para iogurte, pois nestes casos, apresentam obrigatoriamente segundo a legislagéo
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atual de leites fermentados (BRASIL, 2007), cultivos protosimbiéticos de Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus somente, cujos
micro-organismos possuem metabolismo de fermentacdo mais rapidos que o fermento
utilizado no presente estudo, o que diminui também o tempo de fermentacao total. Dessa
forma, tanto o extrato hidrossollvel de soja quanto o fermento utilizado neste estudo, mesmo
apresentando o mesmo micro-organismo, considerado starter nestes tipos de processo -
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, foram os responsaveis pelo aumento do tempo
de fermentacdo em todos os tratamentos.

Além do micro-organismo ja citado, fazem parte do fermento utilizado: Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium sp. Segundo Chandan, Kilara e Shah (2008), por causa do
menor teor de peptideos e aminoacidos disponiveis na soja, o Lb. acidophilus tende a se
multiplicar lentamente neste meio, mesmo sabendo-se que utiliza a sacarose de forma mais
eficaz do que a lactose presente no leite em seus processos metabdlicos.

Todavia, do ponto de vista pratico, pode-se afirmar que a elevagao ocorrida no tempo
de fermentacéo observada neste estudo, nao inviabiliza o0 processo de adi¢cdo de percentuais
de farinha de banana e/ou aumento de extrato hidrossolUvel de soja utilizado nas formulagoes,
uma vez que 9 horas ndo excedem significativamente o tempo habitual verificado nos
processos industriais convencionais, em que a soja é utilizada para a fermentacéo no lugar
do leite bovino convencional.

Segundo Sa et al. (2007), na producdo de iogurte utilizando leite de vaca, com o
aumento da acidez ao longo do processo, o pH final fica préximo de 4,6 (ponto isoelétrico da
proteina do leite) e o acido latico contribui para a desestabilizacdo da micela de caseina,
provocando a coagulagao do leite e resultando em uma concentragéao de acido latico de 0,9%,
equivalente a 90° Dornic. Os valores ja mencionados estdo de acordo com os resultados das
analises do presente estudo, citados na Tabela 15. Ainda segundo Sa et al. (2007), o gel
formado deve ser liso, brilhante, sem desprendimento grande de soro ou formagéao de gases.

Embora os 12 tratamentos em estudo tenham utilizado somente o extrato hidrossoluvel
de soja, a Figura 10 denota o comportamento do gel formado, demonstrando estar préximo
ao citado pelo referido autor, em que a maioria das cadeias proteicas estdo visivelmente
ligadas a agua, pois ndo ocorreu sinerése.

A solubilidade das proteinas depende de varios fatores. Dentre estes, destaca-se a
presenga das cargas elétricas ao longo da molécula. A existéncia de uma carga positiva ou
negativa determina a sua interacdo com o meio aquoso ao redor, além de estabelecer um
estado de repulsdo entre as proprias moléculas de proteina do meio, aumentando a interacao
com o solvente e, consequentemente, favorecendo a solubilidade. No ponto isoelétrico existe
um equilibrio entre 0 nimero de cargas positivas e negativas, o que gera uma situagcdo em
que as forgas de repulsdo entre as moléculas de proteina e as forgas de interacdo com o

solvente sdo minimas. Assim, as proteinas vao formando aglomerados que, cada vez
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maiores, tendem a precipitar, como demonstra a Figura 10, onde se visualiza um coagulo
formado e muito pouca agua livre ao redor, pois, as proteinas e os derivados proteicos de soja
contribuem tecnologicamente com relacao a ter boa propriedade hidrofilica, influenciada pela
maior ou menor afinidade das moléculas de proteina pela agua presente no alimento, podendo
serem destacadas como benéficas, assim, a solubilidade, a capacidade de retengdo de agua
e a viscosidade na formagéo do iogurte de soja, neste caso.

Para Torrezan e Cristianini (2005), os tipos de interacées proteina-proteina e proteina-
agua, diferem conforme as preparacoes de proteina de soja. Segundo estes autores, a fracao
11S possui melhor habilidade para a formagao do gel, principalmente quando a subunidade
A5A4B3 esta ausente do processo. Todavia, a fracdo 7S demonstra possuir capacidade de
formar melhor emulsao e de manté-la estavel no meio. Neste caso, ambas as fragdes 7S e
11S formam gel quando sofrem aquecimento. A fragcdo 11S necessita passar por tratamento
térmico mais rigido, afim de provocar certa desnaturacao, do que a fracao 7S para a formacao
do referido gel. O gel formado pela fracdo 11S é mais rigido do que aquele formado pela
fracdo 7S, possuindo maior capacidade de retencao de agua. Segundo Rocha et al. (2014), o
ponto isoelétrico (PI) da proteina de soja ocorre em pH 4,5, sendo este um valor de pH préximo
aos encontrados nos tratamentos do presente estudo no final da fermentacdo, onde a
solubilidade das proteinas € minima, justificando o porqué ocorre pequena liberagdo de agua,

conforme denota a Figura 10, apés a fermentacgao.

a2

Figura 10 Formacao do coagulo dos tratamentos 2 e 3, apds o processo de fermentacao.

Segundo a legislacao vigente (BRASIL, 2007), entende-se por leite fermentado ou
cultivado o produto incluido na definicao de iogurte cuja fermentagao se realiza com um ou
varios dos seguintes cultivos: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium
ssp, Streptococus salivarius subsp. thermophilus e/ou outras bactérias acido laticas que, por
sua atividade, contribuem para a determinagéo das caracteristicas do produto final. Desta

forma, o fermento utilizado no presente estudo, se associado ao leite bovino para fermentacéo
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ao invés do extrato hidrossollvel de soja, como foi utilizado no presente estudo, classificaria
o produto final obtido como leite fermentado ou cultivado.

Martins et al. (2013), em seu estudo acerca do perfil fisico-quimico e reolégico de
iogurte, elaborado com extrato hidrossolluvel de soja, obteve o tempo total para o processo de
fermentacao de seis horas e um produto final com pH de 4,45. Nesse caso, o fermento
utilizado foi aquele especifico para a fabricagdo de iogurtes, segundo a legislacao vigente
(BRASIL, 2007), que realmente requer menor tempo para a formacéao do coagulo final, como
explicado anteriormente. Entretanto, para o referido autor, a acidez total titulavel foi de 0,55 g
acido lactico/100 g, porém, quando comparado ao presente estudo, os referidos valores em
acido latico alcancados aqui foram maiores, cumprindo o regulamento quanto ao valor minimo
necessario para leites fermentados, que é de 60° Dornic, refletindo assim maior seguranca do
produto final elaborado na pesquisa, além da possibilidade de maior tempo de estocagem do
produto frente a uma possivel contaminagao por micro-organismos indesejaveis.

Em seus estudos, Miguel et al. (2010), avaliando os quesitos fisico-quimicos da
producao de iogurte com extrato de soja desengordurado ao nivel de 5,5% (m/l) enriquecido
com célcio, obtiveram, ap6s seis horas e trinta minutos, o nivel desejado de pH em 4,70,
aproximadamente.

Segundo Fuchs et al. (2005), o tempo de fermentagédo, bem como os resultados de
acidez e pH apos o referido processo, podem ser melhorados com a adigdo de ingredientes
derivados do leite ou gelatina por exemplo, pois o “iogurte” de soja apresenta caracteristicas
diferenciadas quando comparado ao iogurte lacteo, no que se refere a acidez latica, em fungao
do extrato de soja, segundo ele, ndo ser totalmente adequado para esta fermentacdo. Tal
afirmacao justifica os menores tempos de fermentagdo encontrados, quando foi aumentada a
concentracao de extrato hidrossollvel de soja e adicionada a farinha de banana na elaboracao
do iogurte (tratamentos 4-8), bem como elevacao da taxa de acidez e abaixamento do pH.
Esse fato demonstra que maiores quantidades de sélidos, adicionados antes da fermentacéo,
tanto de soja como de farinha de banana, que apresentam carboidratos indigeriveis utilizados
pelos micro-organismos, sao responsaveis pelo menor tempo de fermentagdo alcancado, e
maior produgao de acido latico neste estudo.

Todavia, quando foram utilizados valores ainda maiores para a soja e farinha de
banana, nos quatro Ultimos tratamentos, estes nao estimularam um melhor tempo de
fermentagdo ou maior producdo de acidez total. Tal fato pode estar associado a maior
presenca de taninos, sendo que estes, segundo Mello e Santos (2002) possuem mecanismos
de acao antimicrobiana, destacando-se a inibicdo de enzimas, a modificagdo do metabolismo
celular pela atuagdo nas membranas e a complexagao com ions metalicos com consequente
diminuigao da sua disponibilidade para o metabolismo dos micro-organismos. Os taninos séo
encontrados em uma grande variedade de vegetais, como por exemplo, nas raizes, na casca,
nas folhas, nos frutos, nas sementes e na seiva (AGUILAR; GUTIERREZ, 2001). Estudos de
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toxicidade dos taninos em relagéo a micro-organismos tém envolvido varias areas de pesquisa
como: farmacologia, nutricdo etc. No geral, a toxicidade dos taninos adicionados em
experimentos de laboratério é estimada pela medida da reducédo do crescimento do micélio
de micro-organismos como os fungos, cultivados em placas de Petri, ou por métodos de
contagem de placas quando se investiga seu efeito toxico sobre bactérias (BANERJEE; KAR,
2000).

Logo, a presenga dos taninos na bebida fermentada do presente estudo, pode ter
influenciado negativamente na multiplicacdo dos micro-organismos fermentadores, o que
resultou em baixa producdo de metabdlitos (acido latico) no meio, € num maior tempo para

finalizar o processo de fermentacgéo.

54 Evolucao dos parametros de acidez e pH durante a estocagem do produto final

Na Tabela 15 estdo apresentados os resultados de pH e acidez titulavel das 12
formulacdes de bebidas fermentadas de soja, durante o tempo de armazenamento.

Apesar das bebidas fermentadas de soja terem sido refrigeradas em camara de
estocagem a 5 °C, quando atingida a acidez titulavel, apés a fermentagdo no valor minimo
exigido para leites fermentados, segundo a legislagcao vigente (BRASIL, 2007), os valores de
pH encontrados nos 12 tratamentos, variaram entre 4,39 € 4,77 no primeiro dia de estocagem,
pois ndo ha, segundo a referida legislacdo, um valor especifico quanto ao pH para este
produto.

Segundo Thamer e Penna (2006), a fermentacao continua muito lentamente durante
o resfriamento da bebida, assim, iniciando-se o resfriamento em pH igual a 4,8, evita-se o
abaixamento excessivo do pH, fato este que ocorreu também durante o armazenamento nos
12 tratamentos deste estudo, ao longo dos trinta e cinco dias de estocagem.

Estudos tém demonstrado que maior pés-acidificacao ocorre, geralmente, no final da
primeira semana de fabricacdo da bebida fermentada, devido ao consumo, pelas bactérias
laticas, do acglcar presente nesta, resultando na producdo de acido lactico e alta atividade
metabdlica das mesmas a pH ainda mais elevados. Segundo Machado (2007), a producao de
acido lactico pela cultura mista utilizada no presente estudo, confere caracteristicas sensoriais
agradaveis a “bebida fermentada”, devido a menor acidificacao e pés-acidificagao, durante o
armazenamento do mesmo, além de inibir o crescimento de bactérias gram negativas,

responsaveis pela deterioracao do produto.
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Tabela 15 Valores referentes a acidez e pH durante a estocagem das formulacdes

Tempo (em dias)

Tratamento Inicio 7 14 21 28 35
Acidez*
(2Dornic) 61100 64100 69100 73100 76100 78100
1 pH* 4,56+0,01 4,44+0,02  4,39+0,01 4,32+0,01  4,26+0,01 4,23+0
Acidez*
(2Dornic) 64100 68100 72400 77+00 79100 80+00
2 pH* 4,61+0,01 4,55+0,01 4,48+0,01 4,49+0,01  4,42+0,01 4,41%0,01
Acidez*
(2Dornic) 66100 72400 75400 77+00 80+00 82+00
3 pH* 4,58+00 4,48+0,01 4,43+0,01 4,41+00 4,36+0,01 4,34+00
Acidez*
(2Dornic) 65100 69100 73100 76100 79100 80+00
4 pH* 4,49+0,01 4,41+0,01 4,34+0,01 4,32+0,01  4,28+0,01 4,23+00
Acidez*
(2Dornic) 62100 66100 72400 76100 79100 82100
5 pH* 4,46+0,01 4,38+0,01 4,31+00 4,31+0,01 4,27+00 4,27+00
Acidez*
(2Dornic) 66100 69100 73100 79100 83100 85+00
6 pH* 4,4310,01 4,3810,01 4,30+0,01 4,28+0,01 4,25+0,01 4,22+0,01
Acidez*
(2Dornic) 67100 72100 76100 79100 84100 85+00
7 pH* 4,40+0,01 4,32+0,01 4,26+0,01 4,25+0,01  4,22+0,01 4,200
Acidez*
(2Dornic) 62100 66100 71100 73100 75100 76100
8 pH* 4,39+00 4,3110,01 4,24+0,01 4,21+0,01  4,19%0,01 4,19+00
Acidez*
(2Dornic) 61100 65100 70100 73100 75100 77100
9 pH* 4,65+00 4,60+0,01 4,57+00 4,53+0,01 4,47+00  4,46+0,01
Acidez*
(2Dornic) 63100 65100 69100 72+00 74100 75100
10 pH* 4,68+00 4,6110,01 4,59+00 4,5610,01 4,53+00 4,51+00
Acidez*
(2Dornic) 64100 67100 70100 73100 75100 77400
11 pH* 4,77+00 4,73+0,01 4,70+00 4,68+00 4,65+0,01 4,65+00
Acidez*
(2Dornic) 60100 64100 67100 71100 73100 74100
12 pH* 4,76x00 4,72+00 4,68+00 4,65+0,01 4,61%0,01 4,60+00

Nota: *Referente a trés repeti¢des.

Segundo Machado et al. (2005), bebidas com teor de sélidos sollUveis menores que
6,5% apresentam menor acidez apds a fermentacdo e durante o processo de estocagem. O
teor de extrato de soja utilizado nos quatro primeiros tratamentos do presente estudo foi de
8%, sendo que nesse caso, ocorreu a menor pos-acidificacdo do estudo, concordando com
os dados dos referidos autores. O valor médio de pH obtido entre os tratamentos foi de 4,46,
no primeiro dia ap6s a fermentagdo. Em trabalhos que envolvem a fermentacdo da soja,
valores semelhantes a esse ou um pouco acima foram encontrados. Estudos utilizando
iogurtes de soja em diferentes formulacées, obtiveram valores de pH entre 4,4 € 4,8. O valor
de pH referéncia adotado por Fuchs et al. (2005), por exemplo, em seu estudo com iogurte de
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soja suplementado com inulina e oligofrutose, foi de 4,6, sendo este um valor préximo também
aos obtidos no presente estudo.

A reducéo nos valores de pH é comum em queijos e em outros produtos lacteos e nao-
lacteos fermentados, o que reflete a producao continua de acido latico e de outros acidos
organicos durante a fermentacdo da lactose e outros carboidratos pelas culturas starter e
probiéticas (WANG ef al., 2009), como acontecera no presente estudo, utilizando a soja.

Varios sao os fatores responsaveis pelas alteracoées nos valores de pH em diferentes
produtos, como por exemplo: tipo e porcentagem de cultura utilizada, a atividade desta cultura,
o valor de pH estabelecido para finalizar a fermentagao, a quantidade de soro lacteo utilizada
na elaboracao das bebidas lacteas, assim como o tempo de armazenamento. Thamer e Penna
(2006), ao analisarem bebidas lacteas obtidas com diferentes concentragées de soro lacteo
doce, observaram que, quanto maior o teor de sélidos totais menor a acidez titulavel. Segundo
eles, as proteinas, citratos, fostatos e lactatos sdo agentes tamponantes, por isso maior
quantidade de sélidos totais podem afetar a acidez, diminuindo a sua leitura exata durante a
andlise. No presente estudo, as 12 formulagdes tiveram alteragdo de dois dos ingredientes
s6lidos utilizados: o percentual de extrato hidrossollvel de soja e a farinha de banana verde.
Seguindo o pensamento destes autores supracitados, esses dois quesitos podem também ter
sido responsaveis pelo aumento de acidez quando seu percentual de adigcao foi aumentado
nas formulagdes, pois segundo Martinez et al. (2009), a quantidade de proteina da farinha
de banana verde em p6 é de 4,78%, e no extrato de soja em pé é de 41,08%, segundo
Seibel et al. (2013), podendo ter afetado a titulagdo das amostras no momento da analise.

Farnworth et al. (2007), realizando estudos com bebidas fermentadas a partir de soja,
observaram que, para um dado valor de acidez titulavel, o pH alcancado apés a fermentagao
€ mais baixo em soja do que em leite. Consequentemente, a maior acidificagcdo aparente
reflete a menor capacidade tamponante presente na proteina de soja, quando comparada a
proteina do leite. Os valores de pH iniciais alcancados no presente estudo apds a
fermentacao, estdo de acordo com a afirmacdo dos referidos autores, pois, os valores
semelhantes a fermentacao do leite de vaca somente foram alcangcados mediante um leve
aumento no tempo de fermentacéo.

Desta forma, muitas vezes a formacao do coagulo, durante o processo de fermentacao
do extrato de soja, inoculado com as bactérias lacticas similares as utilizadas no presente
estudo, também nao é satisfatéria, obtendo-se, na maioria das vezes, produtos com coagulos
frageis e com acentuada separacao de fases. Isto pode, aparentemente, ser corrigido pela
adicao da gelatina ou outros soélidos, proporcionando entao melhores caracteristicas de
textura. No presente trabalho, o pH final dos tratamentos de extrato de soja, apés a
fermentacéo, alcancou valores abaixo de 4,50, apés incubacao a 37 °C. Foi possivel observar
a formacao de coagulo consistente, nessa fase do processo, em todos os tratamentos (Figura
10), em funcéo também da adigao de farinha de banana. Todavia, apés 21 dias de estocagem,
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os tratamentos com menor percentual de extrato de soja, bem como sem adicao de farinha
de banana, apresentaram leve separagao de fases durante o armazenamento a 5 °C.

A legislagao para leites fermentados (BRASIL, 2007) estabelece como acidez titulavel
minima o valor de 0,6 g de acido lactico/100 g para leites fermentados. Esse valor de acidez
visa garantir a inibicao do desenvolvimento de todos os micro-organismos patogénicos e a
maioria de deteriorantes que possam sobreviver ao tratamento térmico realizado antes da
fermentacéao, e que poderiam alterar o produto durante o armazenamento (MAZOCHI, 2009).
Tendo em vista este parametro, todas as bebidas fermentadas de soja do presente estudo
atenderam ao valor minimo preconizado por esta, conforme se verifica na Tabela 15.

Os resultados da determinacdo do pH e acidez, durante o periodo de estocagem a
5 °C, mostram pouca variagao entre os 12 tratamentos, como pode ser observado na Tabela
15, ndo sendo possivel destacar a elaboragao de algum tratamento frente a outro, quando
levamos em consideracao apenas a variagao do quesito acidez e pH. A quantidade de acido
lactico produzido ao longo dos trinta e cinco dias de estocagem nao sofreu grande alteracao
em sua producao, dado este que confirma os estudos de Machado et al. (2005), os quais
afirmam que os micro-organismos contidos no fermento utilizado no presente estudo néo

possuem grande potencial de pés acidificacao.

5.5 Composicao do extrato hidrossoluvel de soja fermentado saborizado

Os valores médios de umidade, proteina, gordura, carboidratos totais, atividade de
agua, fibra alimentar e residuo mineral fixo, obtidos no processamento das bebidas
fermentadas, sdo apresentados na Tabela 16. Neste experimento, foram obtidos valores
elevados de umidade nos produtos, uma vez que a quantidade de agua utilizada nas
formulagdes foi maior que 70% em todos os tratamentos.



Tabela 16 Valores referentes a analise fisico-quimica das formulagdes ap6s fermentacao

Parametros*
Atividade de Fibra alimentar
Tratamentos Umidade (%) Proteina (%) Gordura (%) CH.Totais (%) agua (Aw) (9/1009) Res. Min. Fixo (%)
1 82,780,112 3,07+0,07de 1,540 11,97402 0,99+02 1,62+0,01h 0,71+0,012
2 81,44+0,01b 3,02+003% 1,310 13,49+0P 0,99+02 1,67+0,019 0,75+0,012b
3 80,22+0,06° 2,9+0,09¢ 1,240 14,91+0¢ 0,99+02 1,69+0,005¢f9 0,77+0,0220
4 79,0240,02¢ 2,91+0,01¢ 110 16,30+04 0,99+02 1,71+0,005% 0,78+0,012b
5 81,09+0,14b 3,58+0,24¢b¢c 1,810 12,81+0e 0,99+02 168+0,005f¢ 0,74+0,0120
6 79,52+0,294 3,3+0,13¢cd 1,610 14,8540 0,99+02 1,7+0¢f 0,76+0,0220
7 78,16+0,14f 317+0,07% 1,510 16,40+09 0,99+02 1,72+0,005¢ 0,77+0,0220
8 77,310,189 3,1+0,08d% 1,310 17,50+0" 0,99+02 1,75+0,005¢ 0,78+0,012b
9 79,16+0,18d% 4,23+0,032 2+0 13,830 0,99+02 1,73+0,014 0,77+0,01ab
10 77,650,139 3,7+0.09° 1,910 16,00+0! 0,99+02 1,77+0,00° 0,77+0,0420
11 76,65+0,18" 3,57+0,160¢ 1,740 17,3240k 0,99+02 2,18+0,005° 078+0,0420
12 75,72+0,17 3,56+0,06P° 1,540 18,450 0,99+02 2,33+0,012 0,80+0,04°

Notas: *Referente a trés repeticoes.

Teste de Tukey realizado entre os 12 tratamentos para cada parametro separadamente.

Letras iguais indicam valores com medias sem diferenga estatistica (p<5%).
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Com relacao ao percentual de umidade houve diferenca significativa (p<0,05) entre a
maioria dos tratamentos, pois o percentual de umidade foi fortemente influenciado pelas
diferentes quantidades de extrato de soja em p6 e farinha de banana em p6, adicionados em
diferentes proporgcées nos 12 tratamentos do estudo.

No trabalho conduzido por Martins et al. (2013), de iogurte elaborado com extrato
hidrossollvel de soja suplementado com 5% de inulina, o valor médio de umidade alcangado
foi de 85,18%, valor acima de todos os valores médios obtidos neste trabalho, que variaram
de 75,72% a 82,77%, pois os percentuais de ingredientes de base seca utilizados no presente
estudo, foram maiores que os do referido autor, o qual utilizou 10% de extrato hidrossollvel
de soja acrescido de 5% de inulina, totalizando menor percentual de sélidos na formulagao do
seu estudo.

De acordo com Rinaldone, Campderrés e Padilla (2012), bebidas fermentadas tipo
iogurte devem apresentar um teor de sélidos totais minimo de 12 a 15 g/100 g para a obtencao
de uma bebida fermentada com viscosidade e textura adequada ao consumidor. A partir disso
e levando-se em conta o percentual de umidade demonstrado neste estudo, o percentual
minimo de soélidos totais em analise realizada foi superior a 17%, alcangado pelo tratamento
1, o qual, conforme ja relatado, possui menor quantidade de sélidos totais.

Grandes teores de proteina e soélidos totais encontrados em bebidas fermentadas
representam um importante papel nas propriedades tecnoldgicas do produto final, uma vez
que estes pardmetros sdo importantes para a obtencao de melhores propriedades reologicas
nas bebidas fermentadas (RINALDONE; CAMPDERROS; PADILLA, 2012; DAMIN et al.,
2009; OLIVEIRA et al., 2009). Os maiores teores de soélidos totais, ou o baixo teor de umidade
total presente nos tratamentos deste estudo podem ser explicados pela adigcao de farinha de
banana verde, sacarose em pé e diferentes teores de extrato hidrossollivel de soja nas
formulacdes.

Thamer e Penna (2006) encontraram entre 17,07% e 17,57% de sélidos totais (82,42%
a 82,93% de umidade) nos tratamentos com 50% de soro e 50% de leite bovino, no fabrico
de iogurtes. Esses resultados de umidade sé&o superiores aos dos tratamentos do presente
estudo. A diferenga de umidade ocorreu devido ao fato de os tratamentos do presente trabalho
terem sido elaborados com extrato hidrossolluvel de soja (8, 10 e 12%), farinha de banana em
pd (2,3 e 4%) e agucar refinado (12%), possuindo, assim, maior teor de sélidos, principalmente
devido ao conteudo de carboidratos totais.

Em estudo feito por Fuchs et al. (2005), em que foi elaborado um “iogurte” de soja
suplementado também com fibra prebiotica e polpa, o valor de umidade encontrado foi de
77,8%, proximo aos valores médios encontrados neste trabalho, A semelhanca desses
valores pode ser atribuida ao uso de fibra prebibtica e polpa, aumentando os sélidos dos
iogurtes, consequentemente diminuindo a umidade, como fora feito neste, com a adi¢do de

extrato de soja e farinha de banana. Ja Kolling, Lehn e Souza (2014), estudando a elaboragéo,
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caracterizacao e aceitabilidade de “iogurte” de soja com adicdo de prebibtico, obtiveram o
valor médio de 85,41% de umidade, pois, utilizaram um percentual de ingredientes soélidos
totais proximo a 15%, contendo extrato de soja, polpa, fibra prebiotica e aveia.

Amaral et al. (2014) obtiveram 81,81% de umidade na elaboragéo de iogurte bovino,
com adicdo de 5% de base seca de micélio de cogumelo agaricus brasiliensis. Seus estudos
apresentaram notas superiores a 8, quando submetidos a testes afetivos de aceitagédo
sensorial, 0 que ressalta uma melhor nota, quando o percentual de sélidos totais do iogurte é
maior que os tradicionais disponiveis no mercado atualmente.

Silva (2007b) realizou etapa de fortificacdo do iogurte com caseinato de calcio (2%) e
obteve iogurte de composicdo centesimal semelhante ao presente trabalho, com 78% de
umidade. Em estudo para a producgao de iogurte de leite bovino, com adigao de leite em po e
xarope de mangostao (BRAGA; NETO; VILHENA, 2012), houve aumento da quantidade de
sélidos totais e, naturalmente, o percentual de umidade foi de apenas 76,24%. Nesse caso, 0
produto também foi submetido a andlise sensorial e indicou que o iogurte adicionado de polpa
de mangostao apresentou maior aceitabilidade (88,83%) e indice de aceitagdo (7,95) frente
ao produto com maior indice de umidade, denotando que formulagdes de iogurte com menor
teor de umidade e maior quantidade de sélidos totais apresentam melhor aceitagéo sensorial
pelo consumidor final.

A bebida fermentada com 8% de extrato hidrossolivel de soja e sem adigao de farinha
de banana (Tratamento 1) foi a que apresentou a maior retencdo de umidade,
consequentemente, com menor evaporagcao/perda de agua, comparado aos demais
tratamentos. A propriedade de absorcao e de retengdo de agua, caracteristica da proteina da
soja, depende da afinidade da proteina pela agua e pode ser influenciada, nos derivados da
soja, pela forma de obtencdo. De acordo com Martins et al. (2013), numerosos tratamentos
podem desnaturar as proteinas da soja. Essa desnaturacdo proteica pode resultar em
dissociacao e desdobramento das moléculas, chegando a superficie as ligagdes peptidicas e
de cadeias laterais polares antes inativas, que melhoram a absorgao de agua.

Observou-se, neste estudo, que, embora tenha sido empregado tratamento térmico
antes do processo de fermentacdo, a medida que se aumentou a concentragdo de extrato
hidrossolivel de soja e farinha de banana verde nas bebidas fermentadas, a umidade
diminuiu, ou seja, as bebidas com maior concentragdo de proteinas do extrato hidrossoluvel
de soja nao foram capazes de reter mais umidade e a agua foi perdida para o ambiente. A
Instrugdo Normativa n° 46, de 23 de outubro de 2007, do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento, utilizada como parametro de referéncia neste estudo, ndo contempla valores
de umidade para iogurtes (BRASIL, 2007).

Conforme demonstrado na Tabela 16, os valores médios obtidos para proteina
variaram de 2,9 a 3,57%. Segundo o regulamento técnico de identidade e qualidade de leites
fermentados vigente (BRASIL, 2007), o iogurte de leite de vaca é classificado com relacéo ao
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teor de gordura de diferentes formas, mas deve apresentar, em todos os casos, no minimo
2,9% de proteinas lacteas.

A comparacéo dos resultados obtidos neste trabalho para o teor de proteina frente aos
exigidos para o iogurte, mostrou que para este parametro o produto encontra-se dentro dos
padrdes, ja que ndo existe ainda legislacdo para produtos fermentados derivados
exclusivamente de extrato hidrossoltvel de soja (TABELA 17). Os teores médios de proteinas
das 12 formulacdes apresentaram pouca diferenca estatistica (p-valor < 0,05). (Isto pode ser
devido aos ingredientes como o extrato hidrossollvel de soja em pé e farinha de banana verde
em po), ndo conterem grande percentual de proteina em sua composicao fisico-quimica
(UNICAMP, 2011; BENEO® HP, 2013), nao alterando o perfil nutricional dos produtos.

O valor médio das 12 formulagdes encontrado para proteina, no presente estudo, foi
de 3,34%, sendo este valor muito inferior ao encontrado, por exemplo, por Miguel et al. (2010),
os quais elaboraram um “iogurte” de soja a partir do extrato desengordurado de soja, contendo
também polpa de morango, que atingiu um valor médio de 17,8% de proteina, podendo esta
diferenca ser justificada pela utilizacdo de extrato desengordurado de soja, o que contribui
para um aumento significativo do valor proteico do “iogurte” produzido, dada a auséncia de
gordura neste caso.

Em outro estudo realizado por Martins et al. (2013), elaborou-se uma bebida
fermentada contendo extrato hidrossollvel de soja com adi¢do de inulina, apresentando 3,6%
de proteina, sendo um pouco superior ao valor médio encontrado neste estudo.
Provavelmente, devido a inulina adicionada na formulacao, pois, de acordo com Toneli et al.
(2008), a inulina apresenta 9,0% de proteinas, ja a farinha de banana utilizada no presente
estudo (MEDEIROS et al., 2010) contém apenas 3,87% de proteinas em sua composicao,
fazendo que as 12 bebidas fermentadas contenham menor percentual proteico, quando
comparadas aos estudos do referido autor.

Durante o processo de fermentacdo da bebida, ocorrem alteragdes quimicas e
nutricionais nas proteinas que acarretam uma melhoria no aroma, sabor e, também, nas
propriedades funcionais da soja (HANDOYO; MORITA, 2006), em razdo das enzimas
produzidas durante a fermentacdo serem capazes de atuar sobre as proteinas, lipidios e
carboidratos contidas nesta. As proteinas sao hidrolisadas em aminoacidos e peptideos por
enzimas proteoliticas produzidas pelas bactérias laticas adicionadas, e o &cido fitico é
degradado em fosfato inorganico. Também os aglicares mais complexos, como a rafinose e
a estaquiose, causadores de flatuléncia, sdo quebrados em aclcares mais digeriveis (BAVIA
etal., 2012).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, a proteina de soja se encontra
na lista de alimentos que possuem alegacdes de propriedades funcionais ja comprovadas. A
alegacéo permitida denota que: “O consumo diario de no minimo 25 g de proteina de soja
pode ajudar a reduzir o colesterol, todavia seu consumo deve estar associado a uma
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alimentacéo equilibrada e habitos de vida saudaveis" (ANVISA, 1978a, p. 1). O percentual de
proteinas da soja analisadas nas bebidas do presente estudo, é similar aqueles encontrados
no iogurte de leite de vaca, sendo que as proteinas de soja contém todos os aminoacidos
essenciais a nutricdo humana e, mesmo tendo a metionina, a cisteina e, provavelmente, o
triptofano em quantidades limitantes, acaba sendo um étimo substituto para a proteina animal
(BOLLING; BLUMBERG; CHEN, 2009), principalmente para os intolerantes a lactose presente
no leite de vaca.

Varios estudos indicam que a soja contém proteinas que possuem atividade biologica
(AGYEI; APOSTOLOPOULOS; DANQUAH, 2011), que podem dar origem a peptideos
antimicrobianos, sendo estes componentes importantes pois, além de eliminar micro-
organismos, eles sao capazes de modular a resposta inflamatéria. Grande parte dos
peptideos bioativos, oriundos das proteinas da soja e que geram beneficio para a saude, sdo
sintetizados pelas células do proprio organismo e outros o sdo a partir de moléculas derivadas
de proteinas alimentares, que podem ser hidrolisadas por enzimas proteoliticas no trato
digestivo in vivo (BIZIULEVICIUS et al., 2006) ou in vitro, em processos de fermentacio, por
proteases de diferentes origens.

Animais, plantas e micro-organismos sao as principais fontes de enzimas utilizadas
para a producdo de peptideos bioativos responsaveis pelos beneficios a saide humana
(FRANCO, 2011). Alguns autores (COSTA et al., 2012; TAMANINI et al., 2012) afirmam que
micro-organismos como o Streptococcus thermophilus possuem, embora seja pequena,
atividade proteolitica durante o processo de fermentacdo, assim como Lactobacillus
acidophilus, conforme estudos conduzidos por Sabir et al. (2010), favorecendo a formacgao de
possiveis peptideos antimicrobianos. Estes dois micro-organismos fazem parte do mesmo
fermento utilizado no processo de elaboracao das 12 bebidas do presente estudo.

Segundo a legislagao vigente, o iogurte é classificado com relagdo ao teor de gordura
presente na amostra (BRASIL, 2007). De acordo com os resultados obtidos (TABELA 16),
todas as 12 formulagbes enquadram-se como parcialmente desnatado, pois possuem entre
0,6 e 2,9% de matéria gorda total. Nao foi observada diferenca significativa entre os resultados
da analise de gordura feita em ftriplicata, bem como nao ocorreu diferencga significativa (p <
0,05) na quantidade de lipideos entre os 12 tratamentos.

Os resultados obtidos variaram de 1 a 2% de gordura total. Segundo Damodaran,
Parkin e Fennema (2010), o contetdo total e a composicao de lipidios em alimentos podem
variar muito. Os lipidios desempenham um papel importante na qualidade dos alimentos,
contribuindo com atributos como textura, sabor, nutricdo e densidade calérica, sua
manipulagdo mereceu uma énfase especial na pesquisa e no desenvolvimento de alimentos
nas ultimas décadas. No entanto, atualmente, muitos consumidores estdao modificando seus

habitos alimentares em funcdo da saude e preferindo alimentos com redugédo na quantidade
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de gordura. Seguindo essa direcao, as formulacbes desenvolvidas neste estudo contribuem
para alcancgar esse objetivo.

A diferenca do percentual lipidico nos tratamentos do presente estudo € proporcional
a quantidade de extrato hidrossollvel de soja utilizada para a elaboracao da bebida. Observa-
se que, quanto maior a porcentagem de extrato de soja na bebida maiores os valores de
proteinas e gordura alcancados.

Os 12 tratamentos produzidos com o extrato hidrossolivel apresentaram menor
percentual de gordura que o iogurte lacteo tradicional, semelhante aos valores de lipidios
encontrados em bebidas lacteas, pois esta é caracterizada pela mistura de leite e soro lacteo
e este Ultimo ingrediente apresenta reduzido teor de gordura, em relacdo ao primeiro
(ANDRADE, 2010).

Cunha et al. (2008), por exemplo, encontraram valores reduzidos para os teores de
proteinas (2,8%), cinzas (0,6%) e um percentual de gordura mais elevado (3%), por se tratar
da utilizagdo de leite bovino para a elaboracao do iogurte. Silva (2007b), que realizou etapa
de fortificacdo com caseinato de célcio (2%), obteve iogurte de composicdo centesimal
semelhante ao presente estudo, com 78% de umidade, todavia com 3,15% de gordura, por
se tratar também de leite de origem bovina.

No caso de bebidas fermentadas feitas a partir de leite de vaca, o teor de gordura do
leite afeta positivamente a qualidade do iogurte, sendo que a gordura estabiliza a contracao
do gel proteico, prevenindo também a separacdo do soro no produto final e afetando
significativamente a percepg¢éo sensorial do produto pelo consumidor final, apresentando
textura mais macia e cremosa (SILVA, 2007b).

Para carboidratos totais ndo existem valores estabelecidos pela legislacdo de leites
fermentados (BRASIL, 2007). A determinacao de carboidratos (incluindo fibras) dos produtos
foi realizada através de calculo tedrico (por diferenca) nos resultados das triplicatas, conforme
a formula: % Carboidratos = 100 — (% umidade + % proteina + % lipidios + % cinzas).

Quanto aos teores de carboidratos totais, houve diferenca significativa entre as
formulagdes, pois embora a quantidade de agucar adicionada aos tratamentos tenha sido
constante (12% em todas as formulacdes), e este possua 99,6% de carboidratos (UNICAMP,
2011), a quantidade de extrato hidrossoluvel de soja, contendo cerca de 34% de carboidratos
(EMBRAPA, 2013) foi utilizada em 3 percentuais diferentes. A farinha de banana verde em
pd, cuja andlise no presente estudo apresentou valor acima de 86% de carboidratos, também
foi utilizada em percentuais diferentes, contribuindo assim para a diferenga ocorrida na
quantidade de carboidratos totais de cada tratamento.

Pesquisadores como Hauly et al. (2005), ao trabalharem com “leite fermentado de
soja” com adicao de frutoligossacarideos nas formulagdes, encontraram um valor médio de

16,2% de carboidratos, proximo ao valor médio de 15,31% dos tratamentos deste trabalho.
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Pelo fato de este estudo apresentar extrato de soja em diferentes percentuais como
matéria prima, supde-se ser esse 0 motivo pelo qual demonstrou um maior percentual de
carboidratos na maioria dos tratamentos. Nas amostras estudadas no trabalho acima
comentado, foi utilizado leite de soja ja pronto disponivel para aquisicdo no comércio.

No estudo de Martins et al. (2013), que elaboraram um iogurte de extrato hidrossollvel
de soja com adicdo de inulina, encontrou-se um teor de carboidratos de 2,8%, sendo este
valor inferior ao alcangado no presente estudo. A diferenga pode ter ocorrido pela adi¢cao de
acucar em p6 (sacarose) na composicao das bebidas fermentadas, pois no estudo do referido
autor, o mesmo apresenta em sua composi¢éo a utilizacdo de adogante.

Os valores obtidos para carboidratos estdo préximos aos obtidos por Pagamunici
(2009), que desenvolveu iogurte acrescido de farelo de jaracatid, fato este que colaborou com
0 aumento da quantidade de carboidratos totais na formulagdo do seu estudo.

Segundo a Tabela de Composicao Quimica de Alimentos - TACO (UNICAMP, 2011),
o iogurte natural feito com leite apresenta a seguinte composicdo: 90% de agua, 4,1% de
proteinas, 3,0% de lipideos, 1,9% de carboidratos, 0,9% de cinzas e nédo possui fibras. Sendo
assim, todas as amostras de bebidas fermentadas do presente estudo apresentaram valores
de lipideos inferiores ao demonstrado acima, o que pode ser visto como uma vantagem para
uma dieta hipocalérica.

A quantidade de proteinas, embora tenha apresentado diferenca significativa em
varias formulagoes (p < 0,05), manteve seu valor préximo ao indicado em todas as
12 amostras analisadas. Ja os carboidratos apresentaram valores maiores frente aos demais
so6lidos (TABELA 16), provavelmente dada a adigdo de acgUcar, e utilizagdo do extrato
hidrossoluvel de soja.

De Oliveira et al. (2011) avaliaram um iogurte feito a partir de leite de vaca, adicionado
de acai tipo sundae, encontrando para lipidios, proteinas, carboidratos e cinzas os valores
2,90%; 1,82%; 27,23% e 1,25%, respectivamente. Observa-se que a quantidade de
carboidratos totais encontrada pelo autor foi acima do valor médio encontrado no presente
estudo. Tal fato esta ligado a quantidade de polpa e agucares utilizados pelo autor, o que
modifica significativamente a quantidade deste quesito nas formulagoes.

Ulsenheimer et al. (2012) encontraram carboidratos entre 11,68 a 16,06%, resultados
proximos ao informado nos rotulos de 5 marcas de bebidas lacteas fermentadas sabor
morango que analisaram: entre 12,00 e 16,50%.

Considerada primordial para o controle da qualidade em alimentos, o percentual de
atividade de agua (aw) que, segundo Ferreira Neto, Figueirédo e Queiroz (2005), tem
influéncia marcante sobre o crescimento microbiolégico. Segundo ele, a maioria dos micro-
organismos se desenvolvem em meio com atividade de agua (Aw) no intervalo 0,90 a 0,99.

A analise de atividade de agua foi realizada nos 12 tratamentos da bebida fermentada

de soja com adicao de diferentes proporcdes de extrato hidrossollvel de soja (8, 10 e 12%),
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e farinha de banana verde (0, 2, 3 € 4%). A diferenga no teor destas duas variaveis nao
apresentou diferenga significativa a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey sobre este
parametro, pois os valores variaram, de 0,9925 a 0,9987.

Desta forma, sabendo-se que os valores de atividade de agua podem variarde 0 a 1,0,
consta-se que as formulagbes da bebida fermentada do presente estudo ndo séo
microbiologicamente estaveis, sendo necessaria a utilizacdo de técnicas de conservagao,
justificando o uso da refrigeragédo a 5 °C, como foi feito no presente trabalho. Por outro lado,
as bactérias laticas, presentes na cultura latica utilizada para a fabricagdo das bebidas
fermentadas, sao favorecidas pela presenca de agua no meio, numa forma disponivel, que
garante o seu desenvolvimento e metabolismo, contribuindo para as caracteristicas
desejaveis do produto final e sobrevivéncia destas por um longo periodo.

Os valores quantificados no presente estudo sdo superiores ao relatado por
Clementino, Nascimento e Correia (2008), de 0,955 + 0,01, na caracterizacao fisico-quimica
de sobremesa lactea de iogurte de leite de cabra com polpa de caja, devido exclusivamente
ao maior percentual de sélidos presentes no meio, neste caso especifico.

Oliveira e Damin (2003) encontraram em seus estudos valores de AW em iogurtes com
maior variacdo, de 0,985 a 0,998. Segundo esses autores, a atividade de agua do leite e
outros produtos como o iogurte é alta, com valores sempre acima de 0,98. No estudo de
Gerhardt et al. (2013), pelo qual analisaram bebidas lacteas fermentadas utilizando soro de
ricota e colageno hidrolisado, todas as amostras elaboradas apresentaram valores de
atividade de agua superiores a 0,96, resultados préximos aos valores encontrados no
presente estudo, por se tratar de bebidas cujo percentual de sélidos totais sdo semelhantes.

Oliveira e Damin (2003) no estudo com iogurtes, obtiveram valores de atividade de
agua entre 0,980 e 0,988. Ja Marinho et al. (2012), em estudos utilizando logurtes de leite de
cabra com 10, 15 e 20% de polpa de umbu, apresentaram atividade de agua entre 0,96 e
0,97, resultados menores que os do presente estudo, dado o alto percentual de sélidos
utilizados pelos autores.

A atividade de agua indica a intensidade das forgcas que unem a agua a outros
componentes nao-aquosos e € o fator individual que mais influencia nas alteragbes dos
alimentos. Quanto menor a atividade de agua (OETTERER; REGITANO-D’ ARCE; SPOTO,
2006) menor a quantidade de agua disponivel para o crescimento dos micro-organismos e
para que possam ocorrer diferentes reagbes quimicas e bioquimicas. Conforme dito
anteriormente, a maioria dos micro-organismos cresce otimamente em valores elevados de
atividade de agua.

Quando associado a um tratamento térmico, bem como ao controle da atividade de
agua, a acidez passa a ser um importante meio de inibicdo dos micro-organismos que
sobreviveram ao tratamento térmico realizado (BARUFFALDI; OLIVEIRA, 1998). No caso das
bebidas fermentadas de soja do presente estudo, a alta atividade de agua apresentada pelos
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12 tratamentos é parcialmente compensada pela elevada acidez demonstrada, pois valores
de pH préximos a 4,5 limitam o desenvolvimento da maioria dos micro-organismos
indesejaveis, 0 que ocasionou um maior praso de validade (de 35 dias) aos 12 tratamentos
do presente estudo, frente aos demais disponiveis hoje no mercado. Atualmente, a maioria
dos estudos nao realiza esta andlise em produtos fermentados lacteos ou nao lacteos.

O teor de fibra alimentar encontrado nas 12 amostras analisadas variou de 1,62 a 2,33,
segundo as médias das analises em triplicatas obtidas no estudo. Estes resultados mostram
que o extrato hidrossolluvel de soja em pé e a farinha de banana verde em p6, sdo importantes
em relacao a quantidade de fibra alimentar final, todavia as analises de fibras foram realizadas
apds a adicao de polpa de goiaba nas formulagdes, aumentando o percentual total deste
quesito nos tratamentos, pois segundo Uchoa et al. (2008), a polpa de goiaba possui cerca
de 5,4% de fibra alimentar.

Um alimento com teor de 2 a 3% pode ser considerado uma boa fonte de fibra
alimentar. Segundo o regulamento técnico, referente a informagéo nutricional complementar
atual (Portaria n® 27), o alimento, para que seja considerado fonte de fibra alimentar, deve
apresentar, no produto acabado, 3g/100g (base integral) para alimentos sélidos e a
quantidade minima de 1,59/100ml (base integral) para liquidos (BRASIL,1998).

Conforme demonstrado na Tabela 15, todos os resultados obtidos nos 12 tratamentos
foram superiores ao minimo necessario, segundo o citado regulamento, para que o produto
possa ser considerado entdo, como uma alternativa de fonte de fibra alimentar, ou seja, uma
bebida prebiodtica.

Tal fato sugere que novos produtos fermentados utilizem a farinha de banana e a polpa
de goiaba, pois, segundo Silva (2007a), a goiaba é uma das frutas de elevado valor nutritivo,
tem excelente aceitacdo de consumo, além de ser apreciada por suas caracteristicas de sabor
e aroma. A goiaba contém quatro vezes mais vitamina C do que a laranja e quatro vezes mais
célcio do que o tomate. Além disso, é rica em fibras, vitamina E, e apresenta o dobro da
quantidade de licopeno presente no tomate.

Segundo Hans et al. (2012), o papel da ingestao das fibras tornou-se mais estudado
nos ultimos anos. Segundo estudos de Elia e Cummings (2007), os principais grupos de fibras
que chegam ao transito do intestino grosso sdo os polissacarideos nao amido, substancias
associadas a esses polissacarideos, os amidos resistentes e oligossacarideos. Os
componentes citados sdo parcial ou totalmente fermentados e utilizados como fonte
energética pelos micro-organismos pertencentes ao célon, convertidos em gases (hidrogénio,
metano e diéxido de carbono) e &cidos graxos de cadeia curta (AGCCs), principalmente
acetato, propionato e butirato. Dessa forma, o aumento da quantidade de fibras adicionadas
as formulagdes, antes do processo de fermentacao, reduziu o tempo de fermentacao (Tabela

14), bem como aumentou a produgado de acido latico nos tratamentos que continham maior
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percentual de fibras (Tabela 14), sendo tecnologicamente viavel, pois pressupde que ha uma
maior multiplicagdo de bactérias laticas totais.

A disponibilidade de substrato existente no célon resulta no aumento do nimero de
bactérias benéficas presentes e, consequentemente, no aumento do bolo fecal (CUMMINGS;
MACFARLANE; ENGLYST, 2008). O incremento na producio de acidos graxos de cadeia
curta, como resultado da fermentagédo pelos micro-organismos, resulta na diminuigdo do pH
intracelular e colénico naquele local.

O meio mais acido inibe a proliferacao de micro-organismos patogénicos € a formacao
de produtos de degradacao téxicos, além de reduzir a solubilidade dos acidos biliares e
facilitar a absorgao de célcio, interferindo no metabolismo 6sseo do ser humano (SOUZA et
al., 2010). Seguindo as afirmacbes acima, podemos concluir que os 12 tratamentos
desenvolvidos no presente estudo, possuem os dois quesitos necessarios para melhorar a
quantidade da microbiota benéfica no trato gastrintestinal, em contagens acima do minimo
preconizado pela legislacao de leites fermentados vigente (BRASIL, 2007), e em quantidades
de fibras alimentares também, em niveis acima do preconizado pela Portaria n® 27.

Na industria alimenticia a fibra pode ser utilizada como um substituto de gordura e
acucar nos produtos, sem causar qualquer alteracdo no odor ou sabor do produto final. Assim,
com o atrativo de possuir baixo teor calérico, reducao da constipacao e aumento da absorcao
de calcio da dieta, as fibras tornan-se um ingrediente em destaque para adicdo em novos
produtos, dentre eles o iogurte (PIMENTEL, 2009; GONCALVES; ROHR, 2009; PIMENTEL;
PRUDENCIO; RODRIGUES, 2011) e bebidas fermentadas, como foi o caso das
desenvolvidas no presente estudo.

De acordo com as comparagdes entre as médias obtidas na caracterizacao
fisico-quimica (Tabela 16), pode-se observar que quase nao houve diferenca significativa
(p>0,05) para residuo mineral fixo entre os 12 tratamentos formulados, sendo que os valores
médios variaram de 0,71 a 0,80%.

A anadlise estatistica realizada demonstrou que somente as amostras 1 e 12
apresentaram resultados diferentes (P < 0,05). Os teores similares de cinzas, das
12 formulacbes, podem ser explicados devido ao baixo percentual de diferenca desses
nutrientes nos ingredientes que sofreram modificagdo em seu percentual de adicdo nos 12
tratamentos: extrato hidrossollvel de soja e farinha de banana, sendo estes os Unicos que
sofreram diferenca de percentual utilizado nas formulagdes do presente estudo. Segundo a
andlise, os diferentes percentuais de ambos, ja citados, nao alterou significativamente o perfil
de residuo mineral fixo das formulagdes, com excessao dos tratamentos 1 e 12.

Sabendo-se que a determinagao do residuo mineral fixo fornece uma indicagdo da
rigueza dos elementos minerais na amostra, conclui-se que, para os percentuais de soja e
farinha de banana utilizados nas formulagées do estudo, ndo ocorreu diferencga significativa
em seus teores finais em quase todos os tratamentos, pois, segundo Rani, Grewal e
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Khetarpaul (2008), o gréao de soja maduro contém cerca de 5,8% de cinzas; Torres et al.
(2005) encontraram 2% de cinzas em farinha de banana verde, cv. Nanicdo. Santos et al.
(2014), estudando iogurtes provenientes de leite de vaca adicionados de inulina, encontraram
valores de 0,70% de cinzas para as formulacdes estudadas. Valor préximo ao obtido no
presente estudo.

Martins et al. (2013), analisando iogurte preparado com extrato de soja, encontraram
o valor de 0,48% para cinzas, abaixo dos valores alcancados neste trabalho pois, neste caso,
os autores supracitados, fizeram uso de adocantes liquidos, além de baixo percentual de
polpa de maracuja. Conforme Ulsenheimer et al. (2012), bebidas lacteas sabor morango,
comercializadas na regidao do Vale do Taquari, apresentaram valores entre 0,41 e 0,60% para
a andlise de cinzas, resultados inferiores aos encontrados no presente trabalho. Percebe-se
que as 12 formulag¢des de bebidas fermentadas produzidas no presente estudo, possuem teor
de cinzas relativamente maiores, quando comparadas as dos demais trabalhos, inclusive aos
iogurtes e bebidas lacteas comerciais, 0 que indica que possui maior teor de minerais que
estes. Essa diferenga, possivelmente, ocorreu devida a utilizagdo de maior percentual de
extrato hidrossolivel de soja e a farinha de banana em pé, frente aos demais estudos

disponiveis.

5.6 Quantidade de carboidratos totais gastos pelos micro-organismos durante o
processo de fermentacao da bebida

Com a finalidade de enumerar o percentual utilizado durante o processo de
fermentacao, foram realizadas analises de umidade, proteina, lipidios € cinzas nas
12 formulagbes preparadas antes e apds o processo de fermentagdo. Utilizou-se como
parametro, também aqui, o calculo teérico (por diferenca) nos resultados em triplicata,
conforme a férmula: % Carboidratos = 100 — (% umidade + % proteina + % lipidios + % cinzas),
apresentando-se o valor médio na Tabela 17.
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Tabela 17 Percentual de carboidratos utilizados pelos micro-organismos na fermentacao

CH.Totais bebida pos Percentual de
Parametros CH.Totais bebida (%) fermentacao (%) decréscimo (%)
Tratamento 1 10,52 9,30 11,50
Tratamento 2 11,14 9,78 12,20
Tratamento 3 11,70 10,18 12,99
Tratamento 4 12,15 10,73 11,68
Tratamento 5 10,83 9,50 12,28
Tratamento 6 11,40 9,91 13,07
Tratamento 7 11,93 10,29 13,74
Tratamento 8 12,57 11,25 10,50
Tratamento 9 11,10 9,79 11,80
Tratamento 10 11,92 10,47 12,16
Tratamento 11 12,44 10,96 11,89
Tratamento 12 12,81 11,36 11,31

A quantidade de carboidratos totais na bebida variaram entre 10,52% e 12,81%, antes
do processo de fermentacgao, e, entre 10,50% e 13,74%, apds o processo de fermentacao das
12 formulagdes. Os valores iniciais diferiram entre os tratamentos, conforme esperado, devido
a existirem diferencgas nos percentuais adicionados de extrato hidrossolivel de soja e farinha
de banana verde entre as 12 formulagoes.

De acordo com os resultados obtidos, disponiveis na Tabela 17, houve pouca variacao
no percentual de carboidratos consumidos durante o processo fermentativo, fazendo que o
valor de decréscimo variasse de 10,50% a 13,74%. Tal diminuicao do percentual inicial se da
pela utilizacao de carboidratos presentes nas formulacées, pelos micro-organismos utilizados
no presente estudo.

A formulacdo desenvolvida por Umbelino, Cardello e Rossi (2001), composta por
extrato hidrossoluvel de soja, lactose, éleo de soja, sacarose e leite em pd desnatado,
apresentou a seguinte composicao quimica: 3,4% de proteinas, 2,75% de lipideos e 12,05%
de carboidratos, sendo este superior ao do presente estudo, devido a adi¢ao, principalmente
de leite em p6 desnatado, aumento o percentual de carboidratos totais no produto final.

No estudo de Martins et al. (2013), que elaboraram um iogurte de extrato hidrossoluvel
de soja com adicao de inulina, o teor de carboidratos obtidos em andlise foi de 2,8%, sendo
este valor inferior ao encontrado no presente trabalho, pois foi adicionado aglcar na
composicao do iogurte em estudo, sendo que no estudo de Martins et al. (2013), 0 mesmo
apresenta em sua composicao o uso de adogante.

Ha pouca informacdo publicada relativa a produgdo tecnolégica de produtos
fermentados por bactérias laticas e as vias metabdlicas seguidas pelos micro-organismos
laticos, durante a fermentagdo do extrato hidrossolivel de soja. Todavia, o percentual de
carboidratos totais consumidos na fermentagéo dos 12 tratamentos do presente estudo estdo
de acordo com trabalhos similares a este.
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Percebeu-se maior consumo de carboidratos nos tratamentos com 10% de extrato
hidrosollUvel de soja, e com adicdo de 2 e 3% de farinha de banana verde (tratamentos 6 e 7,
respectivamente), porém, notou-se uma diminuigdo de consumo quando adicionado de 4%
da mesma farinha de banana. Embora o teor e a espécie de tanino variem muito (SANTOS,
2000), eles ocorrem na maioria dos vegetais e podem ser encontrados nas raizes, no lenho,
na casca, nas folhas, nos frutos, nas sementes e na seiva. Sendo assim, a farinha de banana
verde utilizada no presente estudo também contém taninos.

Segundo Scalbert (1991), diversos substratos ricos em taninos sao responsaveis por
conseguirem inibir o desenvolvimento de micro-organismos pertencentes aos géneros
Bacillus, Clostridium, Enterobacter, Pseudomonas, Nitrobacter, Staphylococcus e
Streptococcus, como também, inibem o crescimento de alguns fungos pertencentes aos
géneros Aspergillus, Botrytis, Colletotrichum, Penicillium e Trichoderma. Destes, 0 género
Bacillus e Streptococcus fazem parte do fermento utilizado nas 12 formulagdes do presente
estudo, o que pode ter colaborado para a diminuicdo do consumo de carboidratos totais,
evidenciado nos tratamentos cujo percentual de farinha de banana verde foi maior
(Tratamentos 4, 8 e 12).

Quando o leite é utilizado para fermentacao, os micro-organismos laticos utilizam seu
principal acucar: a lactose, para o processo fermentativo, tendo o acido latico como o principal
metabdlito formado. Todavia, em alguns casos, quando os lactobacilos e outras bactérias
laticas ndo se multiplicam de maneira satisfatoria, pode-se aumentar a quantidade inoculada
ou fortificar o leite com aditivos capazes de promover uma melhor multiplicacdo. Esses
aditivos incluem, entre outros, suco de tomate, hidrolisado de caseina, proteina de soro de
leite, e agUcares simples fermentaveis (STANTON et al., 2003), como a sacarose que fora
utilizada no presente estudo no percentual de 12% (BEHRENS; ROIG; SILVA, 2004), bem
como as fibras presentes na soja e farinha de banana verde adicionados neste também.

No caso das bifidobactérias, esses micro-organismos nao se desenvolvem bem no
leite e sofrem com a presenca de oxigénio do meio (STANTON et al., 2003). Uma boa
alternativa para se aumentar a multiplicagdo dessas bactérias é a adicdo de fatores
bifidogénicos ou prebioticos. Os prebidticos mais utilizados para aumentar a multiplicacdo de
bactérias laticas em produtos fermentados sédo as fibras, como frutanos tipo inulina e os
frutooligossacarideos (FOS), uma vez que as bifidobactérias fermentam esses
oligossacarideos, preferencialmente a outras fontes de carboidratos (ROBERFROID, 2007).

Os oligossacarideos presentes, por exemplo, nas leguminosas, conhecidos como
a-galactosideos ou oligossacarideos da familia da rafinose (RFOs), também podem ser
utilizados pelas bifidobactérias (MARTINEZ-VILLALUENGA et al., 2005). Dessa forma,
segundo estudos feitos por Martinez-Villaluenga et al. (2006), a adicado de RFOs ao leite
aumentou a populacdo de B. animalis, ao final do tempo de fermentacdo, em comparacao
com o controle, enquanto que para L. acidophilus ndo houve diferenca na viabilidade com a
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suplementacdo. Os RFO foram responsaveis por aumentarem a taxa de acidificacao e,
consequentemente, o tempo para a coagulacao foi diminuido, o que resultou na melhoria das
caracteristicas de textura dos produtos fermentados. A presenca de extrato de soja, bem como
a farinha de banana, por possuirem fatores chamados bifidogénicos, podem ter influenciado
positivamente no desenvolvimento microbiano das formulagbes deste trabalho.

Dessa forma, os valores encontrados na Tabela 17 demonstram que, quando a
formulacao foi adicionada de maior percentual de extrato hidrossollvel de soja e 2 ou 3% de
farinha de banana verde, houve maior consumo de carboidratos totais pelos micro-organismos
benéficos presentes nas formulagdes.

A fermentagdo do extrato hidrossoluvel de soja com bactérias laticas traz varios
beneficios, no sentido de reduzir os agucares causadores de flatuléncia e conservar melhor o
produto, contribuindo também, para a salde do consumidor (CHAMPAGNE; GARDNER,;
ROY, 2005). Wang, Yu e Chou (2004) verificaram uma redugdo na quantidade desses
oligossacarideos em extrato hidrossolivel de soja fermentado por culturas mistas de
bifidobactérias e bactérias laticas, sendo estes micro-organismos também presentes em todas
as 12 formulagbes do presente estudo, ocorrendo a diminuicdo dos carboidratos totais,
evidenciado pela analise das 12 formulagdes contidas na Tabela 17.

Segundo Farnworth et al. (2007), as bactérias lacticas quando fermentam o extrato de
soja, utilizam preferencialmente a frutose na produgcdo de acido lactico como metabadlito,
enquanto que a Bifidobacterium, que pode crescer até quatro vezes mais em extrato de soja
do que em leite de vaca, sob condigbes equivalentes, produz menor percentual (0,059/100mL)
de acido acético e utiliza, além dos aclcares comuns D-galactose, D-glucose e D-frutose, os
oligossacarideos rafinose e estaquiose, aglcares encontrados em grandes quantidades na
soja (cerca de 16% dos carboidratos sollveis totais), ingrediente principal utilizado no
presente estudo. Esta correlagdo de percentual gasto durante a fermentacdo microbiana
benéfica ainda ndo é muito estudada atualmente.

5.7 Contagem de bactérias laticas das amostras (UFC.mL") de iogurte durante
armazenamento a 5 °C

O comportamento das bactérias acido-lacticas totais nas 12 amostras de bebida
fermentada, contendo extrato hidrossollvel de soja e farinha de banana verde, é apresentado
na Tabela 18. A populagdo de bactérias acido-lacticas totais analisada teve diferenca
significativa no tempo inicial (p<0,05), em algumas das 12 formulagdes distintas de bebidas
fermentadas. Nota-se que, quando ocorreu 0 aumento do percentual de sélidos adicionados,
proveniente do extrato de soja em p6 utilizado, ocorreu também aumento da enumeragao de

bactérias laticas benéficas, em alguns casos esta diferenga foi significativa (p<0,05).
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Entretanto, 0 aumento de contagem de bactérias laticas ndo ocorreu, ndo sendo significativo
(p>0,05), quando o percentual de soja passou de 10 para 12% de adi¢ao de extrato em pb.
Tal fato estd em consonancia com os valores de pH alcancados ao final da acidez,
demonstrados na Tabela 15. Nos tratamentos 9,10,11 e 12 ocorreu a menor queda de pH no
final do processo de fermentacdo frente aos demais tratamentos, sendo que a Tabela 14
denota que esses mesmos tratamentos foram os que também apresentaram maior tempo,
durante o processo de fermentacao, para atingir a acidez inicial desejada no presente estudo.

Tal aumento de contagem de micro-organismos laticos foi maior entre os tratamentos
(quando comparada a adi¢cdo de extrato de soja), quando ocorreu aumento do percentual de
farinha de banana adicionada ao meio, sendo este, um dos objetivos principais do trabalho.
Todavia, sempre que houve a presenca de 4% de farinha de banana no meio, ndo houve
desenvolvimento significativamente positivo de bactérias laticas totais, quando estes
tratamentos sdo comparados a outros com adigdo de 2 e 3% de farinha de banana verde em
po. Esse fato, associado ao maior conteldo de extrato de soja (tratamentos com 12%) nos
quatro ultimos tratamentos, pode ser explicado pela maior presenca de taninos no meio, fato
que dificulta 0 metabolismo microbiano (SCALBERT, 1991).

Conforme mostrado na Tabela 18, todas as formulagbes produzidas seguem os
requisitos da quantidade minima exigida pela legislacao de leites fermentados, pois possuem
quantidade de UFC/g superior a 108, conforme exigido pela IN 46/2007-MAPA (BRASIL,
2007).



Tabela 18 Contagem de bactérias laticas totais em UFC/ml ao longo do tempo de armazenamento das bebidas
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Tratamento

0 dia

7 dias

14 dias

21 dias

28 dias

35 dias

Moo ©o N Oh®ON =

1,4x10"" + 2,692
2,4x10"" + 2,072
5,0x10"'+ 3,022
3,0x10''+ 2,152
2,7x10'+ 2,562
2,5x10%2+ 3,19°
4,8x10'2+ 2,10°
4,5x10"1+ 2,382
1,8x101£ 2,212
5,9x10""+ 3,542
2,6x10"1+ 2,282
1,5x10"+ 2,352

1,4x10"0+5,052
3,8x1010+3,392
4,4x10"1+5,25b¢
1,1x10"145,162
1,3x10"1+5,092
4,4x101+4,25P
5,2x101+5,29P
2,9x10"1+4,28¢
1,1x10"1£4,362
4,3x1011+5,12bc
1,4x10"+5,312
1,2x10"1+4,462

5,6x10%£3,302
5,9x10%43,452
3,5x1010+3,122
1,9x10"0+£3,282
1,8x1070+£3,412
6,7x1010+3,022
4,4x1011+3,15P
5x1010 + 2,652
1,2x1010£3,302
6,8x1010£3,482
3,3x1010+3,192
2,2x1010£3,272

5,1x10%+4,232
6,1x10%44,322
1,6x1070+4,152
1,3x10"0+4,282
1,7x101043,48acd
3,3x1010+4,39P
5,2x1010+4,14¢
2,7x1010+3,68bcd
1,1x10%0£4,102
3x1010+4,19b
2,9x10"0+3,57bd
1,1x1070+4,022

3,6x108+2,092
4,2x108+2,142
1,4x10%+2,223
1,4x10%+2,052
2,3x10°+2,182
1,5x1010+2,31°
2,6x1010+2,29¢
4,5x10°+2,11a
1,4x10%+2,022
2,8x1010£2,342
1,3x1010+£2,01°
3,2x10°9+2,172

2,7x108+2,332
3,5x108+2,242
1,3x10%42,412
3,3x108+1,682
4,7x108+2,172
4,2x10%2,412
2,1x1010+2 52b
2,6x10%42,042
2,3x108+2,102
2,4x10°+2,212
5,9x10°+2,482
5,6x108+2,112
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Analisando os 12 tratamentos separadamente, quanto ao total de bactérias laticas,
também houve diferenca (p<0,05) ao longo dos dias de armazenamento nas 12 formulagées
de bebidas, pelo teste de médias de Tukey (Tabela 18). O tratamento estatistico foi realizado
por colunas €, em todas as amostras, a concentragao de células viaveis de bactérias laticas
diminuiram significativamente com o passar das semanas de armazenamento, conforme
esperado. Todavia mantiveram os valores minimos estaveis até o 35° dia (BRASIL, 2007).
Este comportamento, conforme discutido anteriormente, afetou os valores de acidez e pH das
bebidas nos respectivos dias com alteracao final em seus valores também.

Conforme estabelecido pela ANVISA (2008), a quantidade minima de
micro-organismos viaveis presente no produto para os probiéticos deve estar na faixa de 108
a 10° UFC, na recomendagao diaria do mesmo. Todas as 12 formulag¢des do presente trabalho
possuem populagao inicial superior a essa exigéncia, bem como sua boa manutencio ao
longo dos 35 dias de armazenamento, periodo no qual manteve os valores acima deste
mesmo ja mencionado. Assim sendo, todas as formulacbes descritas podem ser
consideradas, levando-se em consideracdo também o percentual de fibra alimentar
encontrado, como bebidas fermentadas simbibticas.

Essas populagbes, normatizadas na legislacao atual, também sao sugeridas por
alguns pesquisadores como as minimas aceitaveis para, realmente, produzirem efeitos
benéficos a saude do hospedeiro (LIU et al., 2006; AURELI et al., 2010; RANADHEERA,;
BAINES; ADAMS, 2010).

Um dos quesitos essenciais para uma boa contagem inicial de micro-organismos
laticos nos tratamentos do presente estudo, envolvendo a soja no lugar do leite de vaca, foi a
adicdo de fermento latico contendo, além de outros micro-organismos ja citados, o
Streptococcus thermophilus, que atua como um micro-organismo iniciador do processo de
fermentag&o no meio.

Nos estudos realizados por Pereira et al. (2010), a adicao das culturas probiéticas em
co-cultura com S. thermophilus no queijo petit-suisse resultou em alta viabilidade dos
probiéticos durante o armazenamento, além de excelente aceitacdo sensorial pelo
consumidor.

No estudo, visando avaliar as caracteristicas microbiol6gicas de bebidas lacteas
fermentadas comerciais disponiveis no comércio de Belo Horizonte/MG, Andrade (2010),
observou valores para a contagens total de bactérias acido-lacticas viaveis acima de
8,0 log UFC.mL™", mostrando também valores bem superiores ao estabelecido pela legislacdo
vigente, coincidindo com os valores encontrados no presente estudo.

Estudos de Dave e Shah (1997) afirmam que a queda de pH para valores abaixo de
4,3, durante o armazenamento de bebidas fermentadas, afeta grandemente a viabilidade de
bifidobactérias e bactérias laticas. A boa taxa de micro-organismos laticos viaveis, ao longo
do presente estudo, pode ser explicada pela adocdo de pH final, em torno de 4,7
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imediatamente apos a fermentagao, para a maioria dos tratamentos, visando o favorecimento
e a manutencdo metabolica das bactérias laticas viaveis presentes nestes.

Resultados semelhantes aos encontrados no presente estudo foram obtidos por Wang
et al. (2009) com leite bovino e leite de soja fermentados por L. casei, cuja viabilidade se
manteve acima de 108 ufc/g, durante 28 dias de armazenamento a 4 °C.

Acidos organicos, como o latico e o acético produzidos por micro-organismos, sdo
poderosos agentes antimicrobianos e podem ter papel fundamental na sobrevivéncia das
culturas, sendo que maiores concentragbes desses compostos resultam em menores
contagens de micro-organismos (AKALIN; FENDERYA; AKBULUT, 2004).

Além da acidez produzida naturalmente pelos micro-organismos, durante a estocagem
em local refrigerado, o nivel de oxigénio e também a sua permeabilidade através da
embalagem utilizada, a sensibilidade as substancias produzidas pelas bactérias laticas, sao
os fatores responsaveis pela perda de viabilidade dos micro-organismos laticos ao longo do
tempo (SHAH, 2000). Fato este que explica a diminuigcdo da viabilidade microbiana que
ocorrera com o passar das semanas em todos os tratamentos deste trabalho.

Mazochi (2009) elaborou iogurtes contendo micro-organismos probidticos, utilizando o
leite de cabra. Os autores encontraram boa viabilidade das culturas probiéticas, acima de 108
UFC.mL, mesmo apos 40 dias de estocagem, o que coincide com os valores encontrados no
presente estudo, mesmo apds 35 dias de estocagem, sendo que este foi interrompido nao
pela baixa contagem de bactérias laticas totais presentes na bebida, mas pelo
desenvolvimento de bolores e leveduras nas embalagens, dada as condigbes étimas para o
desenvolvimento destes no meio (alta acidez e baixo pH, além de nutrientes disponiveis),
conforme a Figura 11.

Figura 11 Embalagem da bebida apos 38 dias de estocagem a 5 °C.
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Souza (2012), ao tentarem aumentar a viabilidade de micro-organismos probiéticos
em leites, variaram a quantidade da cultura utilizada nas bebidas, bem como o teor de sélidos
totais, além da temperatura no processo de fermentagdo. Os resultados demonstraram
realmente menor redugao da viabilidade de micro-organismos laticos nos leites fermentados
com maior teor de sélidos, e nas temperaturas de fermentagao préximas de 37 °C. Isso indica
que os dois fatores podem ser variaveis tecnologicas a serem utilizadas, a fim de aumentar a
taxa de sobrevivéncia das bactérias laticas.

Resultado similar a esse ocorreu no presente estudo, no qual, utilizando fermento
composto por micro-organismos que utilizam temperaturas 6timas de crescimento diferentes,
usou-se também a temperatura de 37 °C para a fermentacdo, como os referidos autores e, as
andlises microbiolégicas atestaram que com o aumento de solidos, houve maior
desenvolvimento de bactérias laticas totais. Entretanto, no presente estudo, observou-se que,
quando utilizados 4% de farinha de banana verde nos tratamentos 4, 8 e 12, mesmo estes
também sendo considerados como “sélidos totais”, por exemplo, ndo apresentaram maior taxa
de multiplicag@o de bactérias laticas frente aos demais.

O resultado inesperado pode ter ocorrido, principalmente, pela maior concentragao de
taninos presentes nas formulacbées, nas quais foram utilizados maiores percentuais
(tratamentos 4, 8 e 12) de farinha de banana verde, pois, conforme ja comentado, diversos
substratos ricos em taninos sao responsaveis por conseguirem inibir o desenvolvimento de
micro-organismos pertencentes aos géneros Bacillus, Clostridium, Enterobacter,
Pseudomonas, Nitrobacter, Staphylococcus e Streptococcus (SCALBERT, 1991) e a farinha
de banana verde possui taninos em sua férmula natural.

Na Tabela 18, é possivel observar que existe diferenga (p<0,05) entre as médias das
contagens (UFC/g) das bebidas fermentadas sem e com a adicdo de farinha de banana verde
(tratamentos 1 e 6, por exemplo). Portanto, neste experimento, a adicao da farinha de banana
verde a 2 e 3% foi capaz de interferir significativamente em alguns casos na contagem em
placas e Vviabilidade das culturas L. acidophilus, Streptococcus thermophillus e
Bifidobacterium. O percentual de fibras existentes na farinha de banana verde pode ser
utilizado como fator de crescimento para as culturas lacticas, favorecendo a sua viabilidade.

Considerando esse fato, os tratamentos 6 e 7 foram 0s que apresentaram maior
contagem inicial de micro-organismos laticos totais. Esta observagao parece confirmar a
capacidade dos micro-organismos presentes nas bebidas, de fermentarem nao sé os
acucares naturais e presentes na soja, embora, segundo Gomes e Malcata (1999), sua
metabolizagao possa ndo ocorrer de forma tao eficaz.

Silva e Ueno (2013) ao analisarem iogurtes comerciais com sabor de frutas (morango,
coco e ameixa) encontraram valores inferiores a 107 UFC g para a contagem de bactérias
laticas totais das amostras sabor coco e morango e valores dentro dos padrdes estipulados
pela legislagao vigente (BRASIL, 2007), para todas as amostras do sabor ameixa. Segundo
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os referidos autores, a viabilidade das bactérias lacticas no iogurte sabor ameixa pode ser
devida ao alto contetdo de fibras sollveis que resulta da adigdo da fruta no processamento.
A maior quantidade de fibras contidas nos tratamentos do presente trabalho, frente a bebida
de soja fermentada tradicional, também podem ser responsaveis pela alta contagem de
bactérias laticas tanto no inicio da fabricagao, quanto ao longo do periodo de armazenamento
destes, a 5 °C.

Outra constatacéo interessante é que os tratamentos 6 e 7 apresentaram o maior grau
de acidez inicial, embora nao fossem estatisticamente diferente dos demais (p>0,05), bem
como maior grau de acidez ao final do armazenamento de 35 dias, com valores diferentes dos
outros tratamentos (p<0,05). O mesmo fator ndo ocorreu com o pH, pois, assim como ocorre
no leite, ndo existe uma relagao perfeita entre pH e acidez titulavel, uma vez que os tipos de
leite ndo possuem precisamente a mesma capacidade tamponante. Por isso, as diferencas
em acidez titulavel resultam, sobretudo da diferencas na capacidade tamponante e em menor
escala, no nivel de pH (FERREIRA, 1999).

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que as formulagbes devem
ultrapassar os 35 dias de validade que foram planejados no que diz respeito a alegacao de
“bebida fermentada”, em fungéo da alta concentracao de bactérias laticas apresentada ao 35°
dia, segundo a legislacao de leites fermentados (BRASIL, 2007). Esse resultado é reflexo de
um armazenamento adequado, realizado a temperatura de 5 °C, fator crucial para a
manutengao do prazo de validade.

5.7.1 Confirmacao bioquimica das bactérias laticas

Com o intuito de confirmar a presenca das bactérias laticas presentes no fermento
liofilizado utilizado, foram feitos testes bioquimicos. Nas amostras plaqueadas pelo método
pour plate no meio de cultura MRS em ftriplicata, foi realizada, conforme visto, a contagem de
células viaveis. As colbnias isoladas foram submetidas aos seguintes testes: coloracdo de
gram, verificagdo da morfologia, teste de atividade de catalase (CARVALHO, 2007).

Uma das identidades da cultura utilizada foi confirmada como Lactobacillus
acidophilus, pois as colbnias apresentaram-se gram-positivas e catalase-negativas,
caracteristicas basicas de micro-organismos do tipo lactobacilos, € com morfologia
caracteristicas, de acordo com Altermann et al. (2005).

Dos 36 isolados submetidos ao teste de coloracao de gram e morfologia celular, muitos
se apresentaram como bastonetes gram-positivos - caracteristica prépria do Lactobacillus
acidophilus (KANDLER; WEISS, 1986). Ocorreram variagdes, consideradas normais na
morfologia destas amostras, pois muitos demonstraram serem cocos e outros no formato de
“Y”. Isso ocorreu, pois o fermento utilizado nos 12 tratamentos do presente estudo continha
Streptococcus thermophillus e Bifidobactéria também. As bifidobactérias sdo gram-positivas,
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nao formadoras de esporos, desprovidas de flagelos, sendo micro-organismos estritamente
anaerobias e, frequentemente, apresentam formato de “Y”, conhecido como forma “bifida”
(MICHETTI, 2001). Todos os 36 isolados analisados, mostraram-se negativos ao teste da
catalase. As bactérias laticas (Lactobacillus acidophilus) sdo catalase-negativas (ROGOSA,
1974).

Os micro-organismos gram-positivos, catalase negativos, com morfologia de cocos ou
bastées, atendem aos requisitos das bactérias acido laticas (CARVALHO, 2007), confirmando
entdo a presenca destas nas 12 formulagées do trabalho. Esses dois tipos de andlises ainda
nédo séo frequentemente feitas nos estudos atuais.

5.8  Controle de qualidade microbiolégica das formulacoes

A qualidade microbiolégica das bebidas fermentadas foi avaliada durante seu
armazenamento, visando a determinagdo do numero mais provavel por mililitro (NMP/mL) de
coliformes totais (35 °C), termotolerantes (45 °C) e contagem de bolores e leveduras,
conforme preconizado pela legislacao vigente para leites fermentados (BRASIL, 2007). Na
Tabela 19 estdo apresentados os resultados para a contagem de coliformes a 35 °C nos

12 tratamentos da bebida fermentada elaborada.

Tabela 19 Contagens de coliformes totais obtidas para as 12 formulacbes durante o
armazenamento refrigerado (5°C) por até 35 dias

Coliformes 352C (NMP.mL-1)

Critério
Tratamentos | Odia 7%dia 142 dia 212 dia 282 dia 352 dia de aceitacao

1 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
2 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
3 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
4 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 n=5 c=2
5 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 m=10
6 <30 <30 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 M=100
7 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
8 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
9 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
10 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
11 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
12 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0

Em todas as 12 amostras, observou-se que o NMP de coliformes a 35° (NMP/mL)
apresentou valores menores do que 3, durante todo o periodo de armazenamento refrigerado
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a 5 °C. Resultado que esta em conformidade com o padrdo atual, estabelecido pelo
regulamento técnico de identidade e qualidade de leites fermentados (BRASIL, 2007).

O grupo coliformes totais (35°C) sao definidos como bastonetes gram-negativos nao
esporogénicos, aerobios ou anaerébios facultativos, capazes de fermentar a lactose com
producdo de gas, em 24 a 48 horas, a temperatura de 35 °C em pH proximo a neutralidade
(podem apresentar atividades da enzima - galactosidase). O grupo inclui 20 espécies, dentre
elas se encontram tanto as bactérias pertencentes ao trato gastrintestinal de humanos e
outros animais, como outros géneros e espécies de bactérias nao entéricas (SILVA et al.,
2005).

Devido ao fato das formulacoes estudadas aqui apresentarem elevada atividade de
agua, e conterem elementos que facilmente serviriam de substrato para o desenvolvimento
dos micro-organismos do grupo coliformes, a elevada acidez e o baixo pH ap6s o processo
de fermentacao dos 12 tratamentos, foram responsaveis por nao oferecerem um ambiente
propicio ao desenvolvimento do referido grupo, aliado também a boa higiene, durante todo o
processo realizado, bem como o acondicionamento final.

Segundo Magalhaes e Broietti (2010), em um mundo globalizado, instavel e fortemente
competitivo, ndo basta as organizacbes investirem somente na produtividade de seus
alimentos, sem investir no diferencial que a qualidade de fabricacao representa. Para tanto, é
preciso manter a limpeza adequada em seus equipamentos, juntamente com a correta
recepgao e consequente armazenamento de matérias primas em locais seguros.

Tebaldi et al. (2007) realizaram andlises em 20 amostras de bebidas lacteas
fermentadas, comercializadas no sul de Minas Gerais, as quais também nado apresentaram
contaminagao por este grupo de micro-organismos. Ja Ferreira (2011), analisando 20 bebidas
lacteas fermentadas pasteurizadas e comercializadas no Distrito Federal, obteve contagens
de coliformes totais de até 460 NMP/mL.

Como o teste presuntivo para coliformes, o qual utiliza caldo LST (lauril sulfato triptose)
teve resultado negativo para a sua presenca, nao foram necessarias as etapas seguintes da
colimetria (coliformes termotolerantes). Segundo Forsythe (2002), esse bom resultado de
qualidade microbiolégica ocorreu no presente estudo devido ao baixo pH das formulagdes,
pois, sabe-se que esses micro-organismos podem sofrer estresse e nao serem detectados
nas referidas analises.

Todavia, o grupo dos coliformes fecais (45 °C) inclui pelo menos trés géneros de micro-
organismos: Escherichia, Enterobacter e Klebsiella (MOURA; ASSUMPCAQ; BISCHOFF,
2009), dos quais dois destes (Enterobacter e Klebsiella) incluem cepas de origem nao fecal
(SILVA et al., 2005). Dessa forma, a presenca de coliformes termotolerantes em agua e
alimentos é menos representativa, como indicacdo de contaminacéo de origem fecal, do que
a enumeracao direta do micro-organismo E. coli, porém, muito mais significativa do que a

presenga de coliformes totais, dada a alta incidéncia de E. coli dentro do grupo fecal (SILVA
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et al., 2005). A ocorréncia de E. coli é considerada um indicador especifico de contaminagao
fecal e a possivel presenca de micro-organismos patégenos entéricos (GUERRA et al., 2006).
As andlises realizadas no presente trabalho descartaram a possibilidade da presenga de E.
coli nas formulagoes.

Na enumeragédo de bolores e leveduras em placas (Tabela 20), a contagem inicial
destes fora negativa, ao longo dos 21¢ dias de estocagem refrigerada das 12 formulagdes.

Tabela 20 Contagens de bolores e leveduras obtidas para as 12 formulagdes, durante o
armazenamento refrigerado (5°C) por até 42 dias

Coliformes 352C (NMP.mL-1)

Critério de

Tratamentos | 0dia 72dia 142dia 212dia 282dia 352 dia 42° dia aceitacao

1 0 0 0 0 0 6,6x10' 2,0x10?

2 0 0 0 0 <10x10"  6,5x10! 2,6x102

3 0 0 0 0 <10x10"  1,5x102 1,2x103

4 0 0 0 0 <10x10"  1,7x102 1,5x103

5 0 0 0 0 <10x10"  1,2x102 1,4x103 <5

6 0 0 0 0 <10x10"  1,6x102 2x103 c=2

7 0 0 0 0 <10x10"  1,2x102  2,5x102 m=50

8 0 0 0 0  <10x10' 1,8x102  2,3x103 M=200

9 0 0 0 0 0 1,2x10? 1,8x103

10 0 0 0 0 <10x10"  1,6x10>  2,6x10°

11 0 0 0 0 <10x10"  1,5x102  2,7x108

12 0 0 0 0 <10x10"  1,8x10? 6,6x103

Todavia, a partir do 282 dia, observou-se crescimento inicial de bolores e leveduras
nas formulagées, o que, no entanto, obedecia ao limite maximo aceitavel imposto pela
legislagao vigente (BRASIL, 2007) de leites fermentados (2,0 x102). Ja no 40° dia de
estocagem (Figura 11) as andlises realizadas indicaram desenvolvimento acima do limite
estabelecido pela referida legislacdo, tornando o produto inapto ao consumo a partir desta
data, mesmo que uma possivel contagem de bactérias laticas totais ainda alcancasse valores
acima de 108 UFC/mI de produto, sendo esse o valor minimo de micro-organismos por ml de
bebida, exigido pela legislagao vigente de leites fermentados (BRASIL, 2007).

Segundo Franco e Landcraf (2008), o crescimento de bolores € leveduras é mais lento,
quando comparado ao das bactérias em alimentos de baixa acidez e com alta atividade de
agua, porém, em alimentos acidos, como é o caso das bebidas fermentadas do presente
estudo, o crescimento de fungos é maior, provocando a deterioracdo. Sao também
responsaveis pela deterioracao de sucos de frutas, queijos, alimentos congelados.

Notou-se que a adigdo de farinha de banana verde favoreceu o crescimento desses
micro-organismos na bebida (Tabela 20), pois, as formulagdes com a presenca de farinha
foram as que sofreram maiores contagens de bolores e leveduras em placas. Este é um
grande problema enfrentado pela industria lactea, uma vez que a contaminagao por fungos e
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leveduras pode causar alteragdes organolépticas ao produto devido a producido de enzimas
hidroliticas. Assim, os problemas mais relatados pela contaminagao desses micro-organismos
sdo: alteragado de sabor, cor e estufamento da embalagem (XAVIER; LIMA; SOUZA, 2006).

Segundo Coelho et al. (2009), a adicao de acgUcar ou frutas nas bebidas sao
especialmente susceptiveis a multiplicacdo de leveduras, por servirem de substrato ao
desenvolvimento destas. Cabe ressaltar que foram adicionados 12% de sacarose em todas
as formulagdes do presente estudo, além de polpa concentrada de goiaba, o que favorece
entdo o desenvolvimento de leveduras.

As alteragdes da carga microbiana mostram-se importantes no controle de qualidade
de produtos com pequeno tempo de prateleira. A presenca de contaminantes constitui, hoje,
um dos grandes problemas para a industria, causando a perda do produto em fungéo das
alteracdes de sabor, cor e também estufamento de embalagens nas prateleiras refrigeradas
de comercializagao (BARBOSA et al., 2010). Todavia, os 12 tratamentos do presente trabalho
alcancaram maior tempo de prateleira frente aos leites fermentados disponiveis para

aquisicao no comércio atualmente.

5.9 Condicoes 6timas para maior contagem de bactérias laticas ao longo do periodo
de estocagem

Na Tabela 21 estdo apresentadas as médias das respostas de contagem total de
bactérias laticas presentes na bebida fermentada de soja do tratamento 7 (no qual houve
maior desenvolvimento inicial de bactérias laticas totais em placas), ao longo dos 35 dias de
analises, submetidas as diferentes temperaturas e tempos de incubagdo das placas em
estufas bacteriol6gicas e camara incubadora, tipo B.O.D.
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Tabela 21 Montagem do experimento, com temperatura e tempo de incubacéo e a contagem total de bactérias laticas presentes no iogurte de
soja, em funcao da temperatura e tempo de incubacao das placas contendo meio de cultura MRS em estufas e camara tipo B.O.D.

Variaveis independentes

Codificadas Reais Médias- contagem em UFC.g
Temperatura  Tempo
Ensaio Temperatura Tempo (2C) (h) Ensaio 0 7 14 21 28 35

1 -1 -1 32 35 1 3.6x10° 6.7x108 5.9x108 3.9x107 2.5x107 6.1x108
2 1 -1 42 35 2 6.6x10'"  6.8x10'°  5.3x10"  3.2x107 3.9x10° 6.1x108
3 -1 1 32 61 3 6.2x10"  2.6x10'°0  2.7x10"  4.7x10° 2.7x10° 5.8x108
4 1 1 42 61 4 6.5x10'2  5.9x10"  5.1x10"  7.6x10"© 4.7x10  3.9x10'°
5 -1,41 0 30 48 5 5x108 3.2x108 3.2x108 6.5x107 2.8x107 4.7x108
6 1,41 0 44 48 6 3.8x10""  4.6x100  7.2x10° 3.8x10° 6.2x108 3.4x108
7 0 -1,41 37 29,7 7 3x1010 7.1x108 6.5x108 5.4x108 5.7x107 4.4x107
8 0 1,41 37 66,4 8 6.2x102  6.8x10'"  5.7x10"  6.2x10'° 5x1010 5.3x100
9 0 0 37 48 9 5x1012 5.6x10"  4.7x10"  4.7x100  3.2x10"0 2x1010

10 0 0 37 48 10 49x10'2  55x10"  3.8x10""  5.2x10'© 2.9x10  2.1x10"
11 0 0 37 48 11 4.6x102  53x10"  4.1x10""  4.7x10'© 2.8x100 2.2x10"
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O grafico de superficie de resposta e curva de contorno mostra a variacao da contagem
de bactérias lacticas em fungao do tempo e temperatura de incubagéo (Figura 12).
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Figura 12 Superficie de resposta e curva de contorno para contagem de bactérias laticas,
em fungdo de temperatura e tempo 35 dias de incubacao no (a) tempo zero dia e
(b) 35 dias de armazenamento.

Nas condi¢gdes em que este experimento foi realizado, pode-se concluir que a maior
enumeracgao das bactérias lacticas totais em iogurte de soja, ocorreu quando empregada a
temperatura préxima de 40,25 °C e tempo minimo de incubacao de 66,4 h, pois, apds esse
periodo, ocorre a estabilizagdo do nimero das unidades formadoras de colbnias de bactérias.

Em relacdo ao tempo de incubacéo, observa-se que acima de 66 horas a contagem
tende a estabilizar ndo tendo aumento significativo das contagem de unidades formadoras de
colbnias. Silva (2007) descreve em seu livro, 0 processo de analise com o meio agar MRS,
em temperaturas de incubagdo em torno de 37 °C, em um periodo de 50-60 horas, e cita que
estas duas variaveis sofrem alteracao de acordo com o meio de cultura utilizado e com o tipo
de amostra coletada, pois dependera do tipo de cultura de bactérias laticas utilizada.

A temperatura ideal para multiplicagdo das bactérias laticas é 30-37 °C, sendo a
minima de 10 °C e a maxima 45 °C. Logo, os dados alcangados com a otimizacdo do
processo, citados acima, estdo de acordo com os resultados relatados pela referida autora
(SILVA, 2007) em sua metodologia, podendo sim serem alcancados.

As bifidobactérias fazem parte do fermento utilizado, e a relagao tempo x temperatura
citados apds a pratica de otimizagdo aplicada no presente estudo, estdo de acordo com
Oliveira (2009), o qual afirma que as bifidobactérias de origem humana, em geral, utilizam 37
C para inoculagao, possuem para crescimento uma gama de temperaturas que vao de 20 a
46 °C, tendo como temperatura limite: 60 °C.
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Da mesma forma, alguns cientistas afirmam que o Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus em sua maioria pode crescer entre 50 e 55 °C (ORDONEZ et al., 2005).

A temperatura de 37 °C, aplicada comumente quando o fermento utilizado é similar ao
empregado no presente estudo, é utilizada por ser a temperatura 6tima para o
desenvolvimento do Streptococcus thermophilus, considerado o micro-organismo que inicia a
fermentagao do processo frente aos outros dois ja citados. Mas, vérios estudos demonstram
que este micro-organismo se desenvolve bem em temperaturas que vao de 37 a 45 °C
(CHANDAN; WHITE; KILARA, 2006), contribuindo também para que uma maior contagem
total de bactérias laticas possa ocorrer, caso seja utilizado o binbmio tempo x temperatura
alcancados com o processo de otimizacao.

O numero minimo de cultura especifica recomendada para bebidas lacteas
fermentadas é de 108 células vidaveis mL', no momento do consumo (BRASIL, 2007). De
acordo com Badar6 et al. (2008), a maioria dos produtos lacteos fermentados devem se
apresentar na faixa de até 10° UFC mL"' para a obtencdo de um efeito favoravel na
composicdo da microbidta intestinal. A Figura 13 denota o comportamento normal de
decréscimo da taxa de sobrevivéncia das bactérias laticas, durante o periodo de 35 dias de
analises.
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Figura 13 Decréscimo da contagem total de bactérias laticas durante o periodo de analises.

5.9.1 Analise sensorial

O teste de aceitacdo é também denominado de escala hedénica. Os produtos sao
apresentados aos consumidores, que sao solicitados a indicarem o seu grau de aceitagao
numa escala bipolar. A escala heddnica de 9 pontos € a mais utilizada desde a sua idealizagao
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em 1940, sendo ancorada no “gostar’ e “desgostar” (PERYAN; PILGRIM,1957; SCHUTZ;
CARDELLO, 2001; DRAKE, 2007; DUTCOSKY, 2007; DUTCOSKY, 2013;).

Quando um pesquisador precisa determinar o status afetivo de um produto, ou seja, o
quanto este produto é apreciado pelos consumidores, o teste de aceitacao é recomendado,
sendo a melhor escolha (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1999). Desta forma através da
avaliagao sensorial aplicada com a colaboragdo de 120 individuos néo treinados, em cada
uma das quatro sessoes de testes aplicados, mediante a distribuicado de amostras com 30 mL
de bebida fermentada, a temperatura de 7 °C e agua destilada para a higienizagéo do palato,
obteve-se os resultados demonstrados nas Tabelas 22, 23, e 24. Segundo Dutcosky (2007) e
Hough et al. (2006), para testes de consumidores, o nimero ideal de julgadores é de, no
minimo, 112. Neste estudo, realizou-se a analise sensorial com uma equipe de 480
provadores ndo treinados, pertencentes a comunidade académica da UTFPR, campus de
Medianeira - PR.

Considerando-se a avaliagdo sensorial como uma disciplina cientifica, para evocar,
medir, analisar e interpretar reagdes as caracteristicas de alimentos e materiais, através dos
orgaos dos sentidos (STONE; SIDEL, 1993), é a metodologia aplicada no controle de
qualidade, desenvolvimento de produtos, pesquisa de marketing e planejamento de produtos.
Sua meta principal é a conducgéo de testes para a obtencao de dados, para subsequentemente
direcionar as decisdes racionais (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1999). Os Testes Afetivos,
como a Escala Hedbnica, utilizam um painel nao treinado para a avaliacdo sensorial de
produtos (CHAMBA; HUA; SIMWAKA, 2014)

Na Tabela 22 estdo apresentadas as médias e desvio padrdo para as formulagoes
elaboradas com 8% de soja. Observou-se que nao houve diferenca significativa para todos os
atributos, pois p-valor>0,05. A amostra 295 (8% de soja) apresentou o melhor comportamento
para o atributo cor, correspondendo a categoria gostei muito. As amostras 386 (8% soja e 2%
farinha de banana) e 510 (8% soja e 3% farinha de banana) apresentaram-se nas categorias
gostei regularmente e gostei ligeiramente, respectivamente. A amostra 147 (8% banana e 4%
farinha de banana) classificou-se como gostei ligeramente, em relagao ao atributo cor.
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Tabela 22 Escore médio e desvio padrao obtidos pelo teste de escala hedbnica para as
formula¢des com 8% de soja

Média dos atributos

Atributos/amostras **(T3) **(T2) **X(T4) (T1)
Cor 6,76+1,632 6,941,462 5,93+1,914 7,691,672
Aparéncia 6,47+1,772 6,83+1,452 5,97+1,922 7,61+1,592
Aroma de banana 6,24+1,842 6,25%1,672 6,20%1,852 6,33%1,812
Sabor de soja 6,23+1,82a 6,25+1,852 6,32+1,662 6,36+1,912
Sabor de banana 6,29+1,942 6,65+1,592 6,50+1,682 6,44+1,692
Sabor de goaba 7,00+1,92a 7,05+1,832 6,70+1,762 6,97+1,892
Docura 6,97+1,812 7,08+1,582 6,95+1,592 7,08+1,782
Consisténcia 6,56+2,042 6,88+1,792 6,69+1,722 7,19+1,732
Impresséo global 6,701,912 6,99+1,522 6,58+1,772 7,251,642

Notas: *a,b,c médias na mesma linha, seguidas por letras diferentes, apresentaram diferenca
significativa entre si;

**T3-8% soja e 3% farinha de banana; ***T2-8% soja e 2% farinha de banana; ****T3- 8%
banana e 4% farinha de banana; *****T4-8% soja;

Escala Heddnica: (9) Gostei extremamente; (8) Gostei muito; (7) Gostei moderadamente; (6)
Gostei ligeiramente; (5) Indiferente; (4) Desgostei ligeiramente; (3) Desgostei moderadamente;
(2) Desgostei muito; (1) Desgostei extremamente.

Considerando-se os demais atributos como aparéncia, aroma, sabor de soja, docura,
consisténcia e impressao global, a amostra 295 também apresentou os melhores resultados
sendo todos na categoria gostei moderadamente, denotando que a formulagdo sem a adigao
de farinha de banana, tenha apresentado uma repercussdo sensorial positiva, quando
comparada com as demais amostras. O fato desta amostra nao ser adicionada de farinha de
banana, nao interferiu na avaliacdo do atributo de sabor de banana, com relacdo aos demais
tratamentos, ndo havendo diferencga significativa (p-valor >0,05).

Notou-se que, embora esta amostra tenha apresentado uma avaliacéo para o atributo
de impressao global entre as categorias gostei moderadamente e gostei muito, nao houve
diferenca significativa (p-valor >0,05) entre os tratamentos.

Na Tabela 23 estdo apresentados os dados sobre a avaliacao sensorial de quatro
formulacdes de bebida fermentada de soja.

Observou-se que nao houve diferenga significativa para os atributos de aroma de
banana e sabor de soja (p-valor >0,05). Como a farinha de banana, adicionada as formulacdes
T6, T7 e T8, respectivamente, ndo apresentaram aroma caracteristico de banana, quando se
comparou essas amostras com a amostra T5 (sem adi¢do de farinha de banana), ndo houve

diferenga entre as amostras.
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Tabela 23 Escore médio e desvio padrao obtidos pelo teste de escala hedbnica para as
formula¢des com 10% de soja

*média dos atributos

Atributos/amostras **(T8) ***(T5) ***(T6) R(TT)
Cor 5,75+1,82a  7,91+1,37°  6,13+£1,932 6,01+1,612
Aparéncia 5,83+1,822a  7,79+1,34>  6,23+1,712 6,071,642
Aroma de banana 5,82+1,672 6,12+1,582 6,04+1,472 5,96+1,502
Sabor de soja 5,78+1,632 6,22+1,622 5,97+1,632 5,87+1,652
Sabor de banana 5,94+1,672 6,31+1,67°  6,22+1,54 5,87+1,572
Sabor de goaba 6,7+1,682 7,02+1,77°  6,75+1,642° 6,57+1,852
Dogura 6,12+2,178%  7,03+1,63¢ 6,51+1,91° 6,07+1,932
Consisténcia 6,38+1,892  7,43+1,51°  6,77+1,602 6,50+1,892
Impressao global 6,32+1,582 7,48+1,25P 6,59+1,432 6,29+1,562

Notas: *a,b,c médias na mesma linha, seguidas por letras diferentes, apresentaram diferenca
significativa entre si;

**T8-10% soja e 4% farinha de banana; ***T5-10% soja ; ****T6- 10% soja e 2%farinha de
banana; ****T7-10% soja e 3% farinha de banana;

Escala Heddnica: (9) Gostei extremamente; (8) Gostei muito; (7) Gostei moderadamente; (6)
Gostei ligeiramente; (5) Indiferente; (4) Desgostei ligeiramente; (3) Desgostei moderadamente;
(2) Desgostei muito; (1) Desgostei extremamente.

Os demais atributos, cor, aparéncia, sabor de banana, sabor de goiaba, docura,
consisténcia e impressao global apresentaram diferenga significativa (p-valor <0,05).

A amostra T5 apresentou os melhores resultados para todos os atributos, denotando
a classificacao entre as categorias gostei ligeiramente e gostei muito, seguida da amostra T6
com 10% soja e 2% farinha de banana, entre as categorias gostei ligeiramente e gostei
moderadamente, o que denota que esta formulacdo apresentou uma aceitagdo satisfatoria
perante os consumidores.

Na Tabela 24 estdo apresentados os dados sobre a avaliacdo sensorial de quatro
formulacdes de bebida fermentada de soja.

A amostra 910 apresentou o melhor resultado para o atributo cor, situando-se na
categoria gostei moderadamente, e as amostras 863, 714 e 259, apresentaram-se na
categoria gostei ligeiramente. Para o atributo de aparéncia, a amostra 910 também
demonstrou um melhor comportamento, ou seja, classificou-se como gostei moderadamente,
enquanto as demais amostras, situaram-se na categoria gostei ligeiramente.

Os atributos cor, aparéncia, aroma de banana, sabor de soja, sabor de banana, sabor
de goiaba e dogura apresentaram diferenga significativa (p-valor<0,05), em todos as
amostras. Os atributos de consisténcia e impressao global, ndo apresentaram diferenca
significativa (p-valor >0,05), embora a amostra 863 (12% soja e 2% farinha de banana),
apresentou a maior média para o atributo de impressao global, na categoria gostei
ligeiramente.
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Tabela 24 Escore médio e desvio padrao obtidos pelo teste de escala hedbnica para as
formula¢des com 12% de soja.

*média dos atributos

Atributos/amostras **(T9) ***(T10) *(T11) *ERH(T12)
Cor 7,41+1,46¢ 6,38+1,64° 5,97+1,714 5,89+1,852
Aparéncia 7,17+1,60¢ 6,47+1,62° 6,04+1,692 5,85+1,892
Aroma de banana 5,57+1,872 5,91+1,472b 5,87+1,382b 5,99+1,62°
Sabor de soja 5,34+2,02° 5,83+1,692 5,77+1,602 5,62+1,8920
Sabor de banana 5,19+1,98° 5,75%1,722 5,91+1,622 5,77+1,822
Sabor de goaba 5,93+1,872 6,47+1,80° 6,15+1,6820 6,07+1,6920
Docura 5,52+2,06° 6,43+1,772 6,37+1,642 6,22+1,782
Consisténcia 6,42+1,752 6,59+1,482 6,47+1,392 6,44+1,502
Impresséo global 6,171,862 6,38+1,512 6,19+1,502 6,27+1,632

Notas: *a,b,c médias na mesma linha, seguidas por letras diferentes, apresentaram diferenca
significativa entre si;

**T9-12% soja; ***T10-12% soja e 2% farinha de banana; ****T11- 12% soja e 3% farinha de
banana; ****T12-12% soja e 4% farinha de banana;

Escala Heddnica: (9) Gostei extremamente; (8) Gostei muito; (7) Gostei moderadamente; (6)
Gostei ligeiramente; (5) Indiferente; (4) Desgostei ligeiramente; (3) Desgostei moderadamente;
(2) Desgostei muito; (1) Desgostei extremamente.

Na Tabela 25 estdo apresentados os dados sobre a avaliacdo sensorial de trés

formulacdes de bebida fermentada de soja.

Tabela 25 Escore médio e desvio padrao obtidos pelo teste de escala hedbnica para as trés
melhores formulagdes

*Média dos atributos

Atributos/amostras **(T10) ***(T9) ****(T1)
Cor 6,49+1,562 6,38+1,632 6,971,240
Aparéncia 7,24+1,542 6,70+1,54b 6,06+1,85¢
Aroma de banana 5,40+1,88° 6,01+1,192 6,22+1,662
Sabor de soja 5,10+2,08° 6,02+1,482 6,17+1,332
Sabor de banana 5,80+1,112 6,03+1,21ab 6,13+1,26°
Sabor de goaba 6,14+1,372 6,52+1,762 6,25+1,762
Dogura 6,25+1,342 6,62+1,34° 6,60+1,2420
Consisténcia 6,43+1,7520 6,24+1,692 6,85+1,59°
Impresséao global 6,54+1,140 6,93+1,232 6,87+1,312

Notas: *a,b,c médias na mesma linha, seguidas por letras diferentes, apresentaram diferenga
significativa entre si;

**T10-12% soja e 2% de farinha de banana;-; ***T9-10% soja ;****T1- -8% soja;

Escala Hedbnica: (9) Gostei extremamente; (8) Gostei muito;(7) Gostei
moderadamente; (6) Gostei ligeiramente; (5) Indiferente; (4) Desgostei ligeiramente;
(3) Desgostei moderadamente; (2) Desgostei muito; (1) Desgostei extremamente.
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A amostra T1 (8% soja) apresentou a melhor avaliacdo para o atributo cor,
classificando-se na categoria gostei moderadamente. As amostras T9 e T10 situaram-se na
categoria gostei ligeiramente.

A cor é considerada um importante atributo sensorial, sendo associada a muitos
momentos sociais da vida humana, interferindo em decisbes de escolha dos alimentos
(CLYDESDALE, 1994) e representa um dos maiores atributos que incidem sobre a percepcao
do consumidor quanto a qualidade (HUTCHNGS, 2005). A primeira impressao que se tem de
um alimento é geralmente visual, sendo que a cor € um dos aspectos fundamentais na
qualidade e aceitagdo do produto, pois tem muita influéncia na decisdo de compra do
consumidor, bem como na expectativa do sabor correspondente (DUTCOSKY, 2007; OFOSU
et al., 2010) e pode ser um indicador da presencga de caracteristicas ndo sensoriais como o
bolor, do processamento excessivo e também da presencga de pigmentos (MOYANO et al.,
2008).

A cor tem uma posicao preeminente na estimativa da qualidade de frutas, bebidas,
6leos e emulsdes nao lacteas (GONZALEZ-MIRET MARTIN et al., 2007; MOYANO et al.,
2008; GRANATO, 2009).

Os atributos de aparéncia, aroma de banana, sabor de soja, sabor de banana, dogura,
consisténcia, impressdo global apresentaram diferenca significativa (p-valor <0,05) e o
atributo de sabor de goiaba néo apresentou diferenca significativa entre as amostras (p-valor
>0,05), classificando-se como gostei ligeiramente.

As amostras T1 e T10 respectivamente apresentaram-se na categoria gostei
moderadamente, para o atributo de impressao global e os melhores escores. A amostra 863
(12% soja e 2% de farinha de banana) situou-se na categoria gostei ligeiramente.

Entretanto, as trés (T1,T9 e T10) formulagbes classificaram-se na categoria gostei
moderadamente, do Teste de Escala Hedbnica, denotando uma possibilidade satisfatéria de
consumo destes produtos, resultados superiores aos encontrados por outros pesquisadores
(UMBELINO et al., 2001).

5.9.2 Analise de componentes principais para as trés melhores formulacoes

Observa-se na Figura 14 que o primeiro fator explica 19,51%, caracterizado pelos
atributos aroma de banana, cor, impressao global, consisténcia, aparéncia, sabor de banana,
dogura e o segundo fator explica 14,16% da variagao total dos dados, caracterizado pelos
atributos sabor de goiaba, sabor de soja e, nestes fatores, todos os atributos obtiveram carga
fatorial fraca e em direcdes opostas, apontando que todos os atributos se correlacionaram
fracamente entre si, tendo seus comportamentos explicados por duas dimensdes, para a
amostra com 8% de soja (295).
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Dada a pouca variabilidade explicada pelos fatores, a correlacao inversa evidenciada
pelos atributos tem pouca importancia, dada a sua baixa contribuicdo de explicagdo para

variabilidade total.

Matriz de correlagdo de autov alores
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Figura 14 Matriz de correlacdo da amostra com 8% de soja (T1).

Observou-se na Figura 15, que o tratamento com 8% de soja (T1), apresentou maior
intensidade, em relacdo aos atributos avaliados, como a cor sabor de banana, aroma de
banana, dogura, aparéncia, consisténcia e impressao global, uma correlagao inversa, ou seja,
menor intensidade para as caracteristicas avaliadas de sabor de soja, sabor de goiaba.

O tratamento com 8% de soja (T1), apresentou uma correlagdo inversa entre os
atributos de aroma de banana e sabor de goiaba, com fatores de correlagdo de 0,52 e 0,16,
e as caracteristicas de sabor de banana e dogura, ou seja, estes atributos apresentaram
fatores de correlacao de 0,58 € 0,49, respectivamente, o que denota uma correlacdo melhor
entre estes.

Conclui-se que as caracteristicas cor, sabor de banana, aroma de banana, dogura,

aparéncia e impressao global apresentaram os melhores resultados.
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Figura 15 Projecao de variaveis da amostra com 8% de soja (T1).
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Observa-se através da Figura 16, que o primeiro fator explica 18,38%, sendo

caracterizado pelos atributos aroma, cor, sabor de soja e aparéncia, e o segundo fator explica

14,33% da variacao total dos dados, caracterizado pelos atributos consisténcia, impressao

global, sabor goiaba, dogura e sabor banana. Nestes fatores, todos os atributos obtiveram

carga fatorial fraca e em dire¢des opostas, apontando que todos os atributos se

correlacionaram fracamente entre si, tendo seus comportamentos explicados por duas
dimensodes, para a amostra com 10% de soja (T5).

Dada a pouca variabilidade explicada pelos fatores, a correlagéo inversa evidenciada

pelos atributos tem pouca importancia, dada a sua baixa contribuicdo de explicagcdo para
variabilidade total.
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Figura 16 Matriz de correlacdo da amostra com 10% de soja (T5).

Na Figura 17 verifica-se que o tratamento com 10% de soja (T5), apresentou maior
intensidade para os atributos avaliados, como a aparéncia, aroma de banana, cor e impressao
global, e menor intensidade para as caracteristicas como o sabor de banana, consisténcia,
dogura, sabor de goiaba e sabor de soja.

O tratamento com 10% de soja (T5) apresentou uma correlacao inversa entre os
atributos de consisténcia, sabor de banana, dogura, sabor de soja e aparéncia, com fatores
de correlagao de 0,14, 0,006, 0,17, 0,59 e 0,64, respectivamente. Também apresentou uma
correlagdo inversa entre os atributos de impresséo global, sabor de goiaba, cor e aroma de
banana, com fatores de correlacao de 0,40, 0,20, 0,46, e 0,63, respectivamente. Conclui-se
que as caracteristicas cor, sabor de soja, aroma de banana, aparéncia e impressao global
apresentaram os melhores resultados.
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Figura 17 Projegao de variaveis da amostra com 10% de soja (T5).

103

o Active

Na Figura 18 verifica-se que o primeiro fator explica 16,95%, caracterizado pelos
atributos cor, aroma, impressao global e aparéncia, e 0 segundo fator explica 15,22% da
variagao total dos dados, caracterizado pelo atributos dogura, sabor soja, consisténcia, sabor

banana e sabor goiaba. Nestes fatores, todos os atributos obtiveram carga fatorial fraca e em

direcbes opostas, apontando que todos os atributos se correlacionaram fracamente entre si,

tendo seus comportamentos explicados por duas dimensdes, para a amostra com 12% de
soja e 2% de farinha de banana (Amostra T10).

Dada a pouca variabilidade explicada pelos fatores, a correlagéo inversa evidenciada
pelos atributos tem pouca importancia, dada a sua baixa contribuicdo de explicagcdo para

variabilidade total.
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Figura 18 Matriz de correlagdo da amostra com 12% de soja e 2% de farinha de banana
(T10).

Na Figura 19 verifica-se que o tratamento com 12% de soja e 2% farinha de banana
(T10) apresentou maior intensidade para os atributos avaliados, como a cor, aparéncia, sabor
de banana, sabor de soja, aroma de banana, € menor intensidade para as caracteristicas de
sabor de goiaba, consisténcia, dogura, e impressao global.

O tratamento 10, apresentou uma correlagdo inversa entre os atributos de
consisténcia, aroma de banana, sabor de banana, dogura e sabor de goiaba, com fatores de
correlacdo de 0,015, 0,47, 0,52, 0,17, e 0,018, respectivamente.

Todavia, o tratamento 10 apresentou uma correlacdo inversa entre os atributos de
sabor de soja, aparéncia, cor e impressao global, com fatores de correlacéo de 0,48, 0,53,

0,61 e 0,28, respectivamente.
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Figura 19 Projegao de variaveis da amostra T10.

Conclui-se que as caracteristicas cor, aparéncia, sabor de banana, sabor de soja e
aroma de banana apresentaram os melhores resultados.

5.9.3 Teste de intencao de compra das trés melhores amostras

A Figura 20 sao visualizados os dados referentes a atitude de compra das trés
amostras de bebida fermentada de soja.



106

45 - g R
4 - o ; ; ! ;
35 - | | H 2 E 1
3 - E 3 E 1 |
25 - B u I . B u
. B 403 B3 1
T E 1 E 1
-~ E & B & -
0,5 - e —— -_ 2= -_ = -~
0 .
T10 T5 T1
12%SOJA 2%FABAN 10%SOJA 8%SOJA

Figura 20 Dados sobre a atitude de compra da bebida fermentada.

Verificou-se que a amostra T10, contendo 12% de extrato de soja e 2% de farinha de
banana, apresentou-se na categoria Talvez comprasse/ Talvez ndo comprasse, o0 que denota
uma possibilidade de aquisicao deste produto por 33,33% dos consumidores, incentivando a
implementagéo de atributos de menor intensidade, como sabor de goiaba, consisténcia,
dogura e impressao global, e, dessa maneira, favorecer o consumo desta formulagéao
adicionada de farinha de banana.

As amostras com 8% e 10% de soja (T1 e T5) situaram-se na categoria Possivelmente
compraria, 0 que denota uma atitude muito satisfatéria de consumo.

Na Figura 21 visualizam-se os dados referentes ao indice de Aceitabilidade das trés
formulacdes entre os consumidores.
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Figura 21 indice de aceitabilidade das trés formulagdes entre os consumidores.
Nota: *T10-12% soja e 2% de farinha de banana; ***T5-10% soja ; ****T1- -8% soja.

Verificou-se que a formulagdo com 12% de soja € 2% de farinha de banana (T10)
apresentou Indice de Aceitabilidade (IA) acima de 70%, para os atributos cor, aparéncia e
consisténcia, e abaixo de 70% para os atributos aroma de banana, sabor de soja, sabor de
banana, sabor de goiaba e dogura, o que sugere que essas caracteristicas devam ser
aprimoradas, para melhorar a sua aceitabilidade. As amostras com 8% e 10% de soja (T1 e
T5, respectivamente) alcancaram acima de 70% de indice de Aceitabilidade, para o atributo
docura, o que denota que a quantidade de sacarose utilizada é satisfatoéria.

Atributos sensoriais como a cor, sabor e textura sao caracteristicas sensoriais que
estdo entre os principais determinantes na aquisicdo de um produto, assim como aceitacao e
preferéncia dos produtos alimenticios por diferentes faixas etarias, além de contribuirem para
0 monitoramento da qualidade dos mesmos (CUNHA et al., 2009).

As trés formulagdes apresentaram um indice de Aceitabilidade para a Impresséo
Global acima de 70%, o que denota que os consumidores apreciaram estes produtos. Um IA
igual ou acima de 70% significa um comportamento de consumo satisfatorio, caso os produtos
sejam langados no mercado consumidor (MONTEIRO, 1984; DUTCOSKY, 2007). Os
resultados obtidos estdo acima daqueles encontrados por outros pesquisadores (RINALDONI;
CAMPDERROS; PADILLA, 2012), que obtiveram apenas 40% de aceitabilidade para produtos
com soja e fibra dietética solivel como a inulina.

Embora os produtos a base de soja apresentem uma pequena alteragcdo nas suas
caracteristicas sensoriais, sdo consumidos devido aos seus beneficios para a saide humana
(BAU; GARCIA; IDA, 2014).
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Os produtos elaborados podem representar uma alternativa alimentar, uma vez que
os produtos a base de soja ndo sao aceitos, devido ao sabor e gosto indesejaveis, embora
apresentem elevado valor nutricional (SILVA, et al., 2010).

A qualidade sensorial é definida como resultado da interagdo entre o alimento e o
homem, ou seja a associagdo das caracteristicas fisicas, quimicas com os aspectos
fisiologicos, étnicos, psicolégicos e culturais do ser humano, o que representa um
entendimento das expectativas de consumo dos individuos, sendo que a ciéncia sensorial
permeada pelo desenvolvimento de novos produtos, pode auxiliar neste estudo (MENDONCA,
2010).
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6 CONCLUSOES

Considerando os objetivos propostos e diante dos resultados obtidos no presente
estudo, pode-se inferir que:

- A adicao de maior percentual de extrato hidrossollvel de soja e de farinha de banana
verde ocasionaram maior diminuicdo do pH, do tempo total de fermentacédo da bebida e o
consumo de carboidratos totais.

- As contagens microbiolégicas de bactérias laticas totais, apds o processo de
fermentagao, evidenciaram que houve maior desenvolvimento destas, denotando diferenca
significativa (p<0,05) em alguns tratamentos, quando houve adi¢do de maior percentual de
farinha de banana verde em pé.

- As contagens de bactérias laticas totais foram superiores a maioria das bebidas
fermentadas e dos iogurtes atualmente no mercado, dentro do limite estabelecido pela
legislagao para um produto fermentado ser considerado probi6tico, por um periodo de 35 dias.

- A farinha de banana verde influenciou positivamente na viabilidade dos
micro-organismos probi6ticos em estudo, quando adicionada até o percentual de 3% p/v, e
com a adigao de farinha de banana verde, todos os tratamentos apresentaram valores de 2 a
3% de fibra alimentar, podendo serem considerados uma boa fonte de fibra alimentar,
segundo o regulamento técnico.

- Todas as amostras, submetidas ao teste afetivo de escala hedénica, apresentaram
indice de aceitabilidade superior a 70%, para impressao global do produto.

- O processo de adigcdo de maior percentual de extrato hidrossolluvel de soja e farinha
de banana em pé, possibilitou a obtencdo de uma bebida fermentada estavel do ponto de
vista microbiol6gico. O produto pode ser uma alternativa para incrementar o consumo de
bebidas fermentadas simbiéticas sem lactose, ricas em fibras e contendo altas doses de
micro-organismos probidticos viaveis. A maior contagem de bactérias laticas totais foi obtida
com temperaura de 42 °C e 61h de fermentagao.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos permitem, ainda:

- Sugerir a realizagdo de um estudo acerca da quantidade final de cada tipo de micro-
organismo apés a fermentacao, bem como o estudo de outros vegetais em p6 para aumentar
também o tempo de vida de prateleira do produto, e conseguir diferente aceitacdo sensorial.

- Realizar o estudo utilizando diferentes culturas laticas, contendo diferentes
micro-organismos, a fim de avaliar o comportamento destes no novo produto.

- Analisar mais detalhadamente o comportamento de compostos antimicrobianos

como a presencga de taninos, frente a fermentacao.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 871.669
Data da Relatoria: 12/11/2014

Apresentagao do Projeto:

No Brasil, no periodo de 2007/08, a safra de gréos foi de cerca de 145 milhées de toneladas, um recorde
para a agricultura interna; desse total, foram produzidos 60 milhées de toneladas de gréos de soja, ou seja,
41,4% da producéo nacional. Como possiveis beneficios de dietas contendo soja podem ser mencionados
os efeitos anticarcinogénicos, reducédo dos niveis de colesterol, efeitos protetores contra a obesidade e
sintomas como ondas de calor na menopausa, tratamento de doencas coronarianas e osteoporose. Os
alimentos prebiéticos séo alguns tipos de fibras alimentares, ou seja, carboidratos nédo digeriveis pelo nosso
corpo, possuindo desta forma uma configuracdo molecular que os torna resistentes a acéo de enzimas. A
combinacéo de probioticos e prebidticos resulta no conceito de simbioticos. O objetivo deste estudo sera
desenvolver um produto funcional, bem como realizar analises fisico-quimicas, microbiolégicas e sensoriais.
Serdo elaboradas formulacées a partir de extrato hidrossoltvel de soja sem lipoxigenase, adicionado de
farinha de banana e inoculadas com fermento lacteos probiotico. O delineamento experimental sera
inteiramente casualizado utilizando-se 12 tratamentos distintos. Espera-se alcancar o desenvolvimento de
um produto com propriedades funcionais e sensoriais satisfatérios para o mercado consumidor,e que a
utilizacéo da farinha de banana verde auxilie na fermentacédo do
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mesmo.

Objetivo da Pesquisa:

Segundo o autor o objetivo primario do projeto sera:

Elaborar e avaliar o perfil fisico-quimico, microbiolégico e sensorial de uma bebida de soja adicionada de
farinha de banana verde, fermentada por micro-organismos probiéticos.

Segundo o autor os objetivos secundarios do projeto seréo:

« Avaliar durante o armazenamento, a influéncia de duas variaveis (diferentes percentuais de soja e farinha
da banana verde) sobre os parametros de acidez, pH e a sobrevivéncia do micro-organismo probiético em
estudo.

« Realizar analises microbiolégicas do produto desenvolvido

» Realizar analises fisico-quimicas no produto elaborado Avaliar a contagem de micro-organismos
probiéticos. Otimizar a enumeracdo de bactérias laticas

« Avaliar os aspectos fisico-quimicos, microbiologicos

« Avaliar e a aceitabilidade da bebida elaborada.

Avaliar a intencéo de compra do produto desenvolvido

+ Aplicar uma pesquisa de mercado sobre os habitos alimentares quanto ao consumo de soja, farinha de
banana verde, leites fermentados e dados sobre peso, altura, idade, sexo e intencdo de compra dos
consumidores.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Como riscos, o autor do projeto ressalta que:

Esta analise sensorial aplicada, nas formulacées de bebida fermentada de soja adicionada de farinha de
banana verde e micro-organismos probiéticos, somente sera conduzida apos o laudo das analises
microbiologicas, que comprovem a sua inocuidade, fornecendo a vocé a seguranca alimentar quanto a
ingestdo das amostras. No entanto, vocé podera apresentar algum constrangimento em responder ao
questionario da pesquisa

de mercado, ou algum desconforto apos a degustacéo, deste modo vocé podera desistir em qualquer
momento da sua avaliacdo sensorial, sem nenhum 6nus.

Os beneficios levantados pelo autor:

Devido aos possiveis beneficios de dietas contendo soja, podem ser mencionados os efeitos
anticarcinogénicos, reducdo dos niveis de colesterol, efeitos protetores contra a obesidade e sintomas como
ondas de calor na menopausa; tratamento de doencas coronarianas e osteoporose. No Brasil,
aproximadamente 43% da populacdo apresenta algum tipo de prevaléncia a intolerancia
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ao leite e derivados. A intolerancia a lactose € um problema mais comum do que se imagina. Estima-se que
no Brasil 43% dos brancos e mulatos apresentam deficiéncia de lactase — enzima responsavel pela quebra
da lactose — acucar presente em leites e seus derivados. Desta maneira, este produto podera atender as
pessoas intolerantes a lactose Atualmente probiéticos sdo definidos como micro-organismos viaveis
(bactéria latica e outras bactérias ou leveduras aplicado a produtos fermentados) que exibem efeito benéfico
para a saude do hospedeiro, ajudando na digestdo e melhorando as propriedades de sua microflora. A
banana é uma das frutas mais consumidas no mundo, sendo produzida na maioria dos paises tropicais,
representa a quarta fonte de energia depois do milho, arroz e trigo. Sua alta concentracdo de amido a partir
do processamento em farinha € de interesse como fonte alimentar e propoésito industrial. Desta maneira, o
produto desenvolvido é saudavel, pois a sua seguranca alimentar sera assegurada através das analises
microbiologicas, e vocé ao degustar as trés amostras de bebida fermentada de soja adicionada de farinha
de banana verde e probiéticos , contribuira através de sua opinido sobre o quanto gostou ou desgostou,
motivando o Doutorando e demais pesquisadores envolvidos neste estudo a nivel de Doutorado a
concluirem quanto a possibilidade futura ou ndo da insercdo deste produto no mercado consumidor.
Salientamos que a sua participacdo neste estudo € de suma importancia para a sua concluséo, pois
contribuira para o meio cientifico, mediante o fornecimento de sua opinido a respeito destes produtos, em
relacdao ao quanto gostou ou desgostou dos mesmos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante para a area de ciéncia e tecnologia de alimentos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
O projeto atende parcialmente as recomendacdes da Resolucédo 466/12.

Recomendagoes:
Os riscos e beneficios do projeto assim como os critérios de inclusdo e exclusdo dos participantes podem
ser citados no projeto também.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
Ver item recomendacdes.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
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Consideragoes Finais a critério do CEP:

Lembramos aos senhores pesquisadores que, no cumprimento da Resolucéo 466/12, o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) devera receber relatérios anuais sobre o andamento do estudo, bem como a qualquer
tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevancia, além do envio dos relatos de eventos adversos,
para conhecimento deste Comité. Salientamos ainda, a necessidade de relatorio completo ao final do
estudo.

Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP-UTFPR de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

CURITIBA, 13 de Novembro de 2014

Assinado por:

Frieda Saicla Barros
(Coordenador)
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APENDICE A FICHA DA ANALISE SENSORIAL

ANALISE SENSORIAL DE BEBIDA FERMENTADA DE SOJA

Nome: Data: / [/
Sexo: ( ) Feminino ( ) Masculino Idade:

Peso: Altura:
1) Vocé costuma tomar leite fermentado?
( )Sim () Nao
Se sim, com que frequéncia vocé costuma tomar leite fermentado?

) Diariamente

Duas vezes por semana
De trés a quatro vezes por semana
Uma vez por més

QOutro. Qual?

(
()
()
()
()

2) Vocé consome soja?

() Sim( )Nao

Se sim, com que frequéncia vocé consome soja?
Diariamente
Duas vezes por semana

()
()
() De trés a quatro vezes por semana
() Uma vez por més

()

QOutro. Qual?

3. Vocé tem conhecimento das propriedades nutricionais da soja? ( ) Sim () Nao
Se sim, Quais?

4. Vocé ja consumiu farinha de banana verde?
( )Sim( )Nao

5.Vocé consumiria uma bebida fermentada de soja com farinha de banana verde?
()Sim ( ) Nao

TESTE DE ESCALA HEDONICA

Vocé esté recebendo trés amostras de bebida fermentada de soja com farinha de banana
verde. Avalie as amostras utilizando a escala de valores abaixo:

(9) Gostei extremamente

(8) Gostei muito

(7) Gostei moderadamente

(6) Gostei ligeiramente

(5) Indiferente



4) Desgostei ligeiramente

2) Desgostei muito

(
(3) Desgostei moderadamente
(
(

1) Desgostei extremamente

Descreva o quanto vocé gostou e/ou desgostou, com relagao aos atributos:

147

Amostra | Cor | Aparéncia | Aroma | Sabor de | Sabor de | Sabor de | Dogura | Consisténcia | Impresséo
de soja banana Goiaba Global
banana

051

683

417

952

Comentérios:

TESTE DE INTENGAO DE COMPRA

Com relagdo aos produtos degustados, avalie quanto a sua intengao de compra de acordo com a

classificacao abaixo:

5. Certamente compraria

4. Possivelmente compraria
3. Talvez comprasse / talvez
ndo comprasse

2. Possivelmente né&o
compraria

1. Certamente nao compraria

AMOSTRA

AVALIACAO

510

386

147

295

Comentérios:
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APENDICE B TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Caracterizacao fisico-quimica, microbioldgica e sensorial de bebida
fermentada de soja utilizando farinha da casca da banana como veiculo para o
desenvolvimento de micro-organismos probidticos.

Pesquisador responsavel e colaboradores com telefones de contato: William
Arthur Philip Louis Naidoo Terroso de Mendonga Brandao 45-99281880 e Divair Christ 45-
32203250.

Convidamos (vocé ou seu filho, no caso de menores ou incapazes) a participar de
nossa pesquisa que tem o objetivo de .......... (descrever de maneira clara com linguagem
que o sujeito entenda, nunca usar termos técnicos, em nenhum momento do termo),
para isso sera realizado um tratamento a sua pessoa, que consiste em.............. (ser claro
e direto na informacao).

Durante a execugcdo do projeto (descrever os riscos ou os procedimentos que
causem algum tipo de dano/desconforto ao sujeito, nhunca informar que o projeto nao
tem riscos, pois mesmo uma pergunta aparentemente inocente pode causar
constrangimento a pessoa). Para algum questionamento, dlvida ou relato de algum
acontecimento os pesquisadores poderao ser contatados a qualquer momento. Deixar claro
os beneficios para o sujeito ou comunidade. Informar que: o TCLE sera entregue em duas
vias, sendo que uma ficara com o sujeito da pesquisa; que o0 sujeito nao pagara nem recebera
para participar do estudo; serd mantido a confidencialidade do sujeito e os dados serdo
utilizados s6 para fins cientificos; o sujeito podera cancelar sua participagdo a qualquer
momento; o telefone do comité de ética é 3220-3272, caso o sujeito necessite de maiores
informacgdes; descrever o atendimento que sera dado ao sujeito caso ocorra algum imprevisto
durante a execugao do projeto, mesmo que seja chamar o SIATE; descrever o atendimento
sera dado ao sujeito ao término do projeto.

Declaro estar ciente do exposto e desejo participar do projeto ou autorizo
................. a participar da pesquisa (no caso de responsavel por menor ou pessoa considerada
legalmente incapaz).

Nome do sujeito de pesquisa ou responsavel:

Assinatura:
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Eu, nome do pesquisador, declaro que forneci todas as informagdes do projeto ao
participante e/ou responsavel.

Cascavel, de de 20 )

O TCLE devera obrigatoriamente conter os itens acima, preferencialmente nesta
sequéncia, e sempre dirigido como um convite ao sujeito da pesquisa.



