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UTILIZACAO DE EXTRATO HIDROSSOLUVEL DE SOJA NA ELABORACAO DE

BEBIDA FERMENTADA SIMBIOTICA

RESUMO

A safra brasileira de grédos 2007/08 foi de cerca de 145 milhdes de toneladas, um recorde
para a agricultura interna. No ano de 2008 a soja liderou a participacao no valor da producéo
de lavouras temporarias e permanentes com 39,18%, participacdo que foi superada pela
safra 2009/2010, na qual o Paran& garantiu o primeiro lugar na producéo de soja no Brasil.
Como 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. Diante deste contexto econdmico e de saude, almejou-se desenvolver uma
bebida & base de extrato hidrossolivel de soja fermentada com micro-organismos
probidticos, acrescida de inulina (substancia prebittica) e proteina concentrada do soro do
leite, visando atender as expectativas de consumidores quanto a saude, nutricdo e
funcionalidade, devido ao seu carater simbiético. Foram realizadas analises fisico-quimicas,
microbiol6gicas, sensoriais e contagem de bactérias probitticas, considerando-se diferentes
tipos de acucares, como sacarose e glicose. Foram elaboradas doze formulagfes a partir de
extrato hidrossoluvel de soja, adicionado de proteina concentrada de soro de leite e inulina,
variando as culturas inoculadas (fermentos lacteos Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei e SAB) e o0 acucar (Tratamento com 100% de glicose, tratamento com 100% de
sacarose, tratamento com 50% de glicose e 50% de sacarose e tratamento com 0% de
acucar). O delineamento experimental na avaliagdo sensorial foi inteiramente casualizado,
aplicando-se a analise de variancia (ANOVA) e teste de médias (Tuckey). No processo de
fermentagéo a formulagéo contendo 10% EHS, 2,5% WPC, 2% de inulina, sem agulcar e 0
in6culo SAB sobressaiu-se com o0 menor tempo, totalizando 5 horas e 53 minutos para
alcancar o pH o6timo. Para obter um efeito terapéutico 6timo, estima-se que o alimento
probiético deva conter um ndmero maior que 10’ UFC/mL, sendo que todas as formulacdes
elaboradas alcancaram este propdsito durante os 28 dias de armazenamento, tendo como
destaque a formulacdo A9 com uma contagem inicial de 1,20 x10'* UFC/mL. Os valores de
acidez aumentaram até aproximadamente 85° D, mantendo o valor de pH proximo a 4,31, o
gue significa um pH adequado. Os resultados das analises microbioldégicas das bebidas
fermentadas apresentaram-se em conformidade com os padrdes estabelecidos pela
legislagcdo brasileira, assegurando a inocuidade das amostras. O indice de aceitabilidade
obtido pela avaliagéo sensorial das bebidas foi superior a 70% para as formulages A2 (10%
EHS, 2,5% WPC, 2% de inulina, 100% sacarose e o indculo L. casei ) e A10 (10% EHS,
2,5%WPC,2% de inulina, 100%sacarose e o indculo L. acidéfilos), o que significa que estas
formulacdes seriam bem aceitas no mercado consumidor.

Palavras-chave: goiaba, inulina, proteina concentrada do soro do leite, indculos,
Suplementacgéo por agucares;
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USE OF HYDROSOLUBLE SOYBEAN EXTRACT IN THE PREPARATION OF SYMBIOTIC

FERMENTED BEVERAGE

ABSTRACT

In Brazil, the grain harvest in 2007/08 was about 145 million tons, a record for the domestic
agriculture. In 2008 soybeans led to participation in the value of production of temporary and
permanent crops with 39.18% which were superseded by the 2009/2010, in which the
Parana state reached the first place in soybean production in Brazil. As possible benefits of
diets containing soy we could mention the anticarcinogenic effects, reduction of cholesterol
levels, protective effects against obesity and symptoms such as hot flashes during
menopause, treatment of coronary heart disease and osteoporosis. According to this
economic and health context, this work aimed the development of a hydrosoluble soybean
extract fermented with probiotic microorganisms, plus inulin (prebiotic substance) and whey
protein concentrate, in order to meet the consumers’ expectations on health, nutrition and
functionality due to their symbiotic nature. Physical and chemical, microbiological, sensory
analyzes and probiotic bacteria counting were carried out, considering different types of
sugars such as sucrose and glucose. Twelve formulations were prepared from hydrosoluble
soybean extract with whey protein concentrate and inulin, by varying the inoculated cultures
(Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei and SAB) and sugar (100% glucose
treatment, 100% sucrose treatment, 50% glucose and 50% sucrose treatment, and 0% sugar
treatment). The sensory evaluation experiment was completely randomized, applying
analysis of variance-ANOVA and Means Test (Tuckey). In the fermentation process the
formulation A5 (EHS 10%, 2.5% WPC, 2% inulin, sugar and inoculum SAB) presented the
shortest time register, with 5 hours and 53 minutes to achieve the optimum pH. For an
optimal therapeutic effect, it is estimated that the probiotic food must contain a number above
than 10’ CFU / mL, and all formulations reached this viable cell count during 28 days of
storage, especially the Treatment A9 with an initial count of 1,20 x10* CFU / mL. The
increased acidity values reached 85 °D, maintaining the pH value close to 4.31, which means
a suitable pH. The results of the microbiological analyzes of fermented beverages were in
accordance to the standards established by the Brazilian legislation, ensuring the safety of
the samples. The rate of acceptance achieved by sensory evaluation of the beverages was
above 70% considering the formulations A2 (EHS 10%, 2.5% WPC, 2% of inulin, 100%
sucrose and L. casei inoculum) and A10 (EHS 10% 2.5% WPC, 2% of inulin, and 100%
sucrose and L. acidophilus inoculum), which means that these formulations would be well
accepted in the consumers’ market.

Key words: guava, inulin, whey protein concentrate from milk, inoculants, suplementation on
sugars.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de soja (o primeiro é os Estados
Unidos) e na safra de 2010, a producéo nacional foi de aproximadamente 68,756 milhdes de
toneladas (IBGE, 2012). A soja é um produto vegetal de extrema importancia econdémica
para o Brasil, pois possibilita ao pais importante mercado externo e favorece o saldo da
balanca comercial nacional. Em 2008, as exportacdes do complexo da soja totalizaram,
aproximadamente, US$ 18 bilhdes, representando cerca de 9% do total exportado
(HIRAKURI, 2010). O Parana € o segundo maior produtor brasileiro e foi o segundo maior
exportador de gréos e o maior exportador de subprodutos da soja, no ano de 2008
(HIRAKURI, 2010).

Os indicadores econbmicos e sociais apresentados pelo Estado do Parana na
Ultima década séo surpreendentes quando comparados aos demais estados brasileiros. No
ano de 2008, a soja liderou a participagdo no valor da producdo de lavouras temporérias e
permanentes com 39,18%, participagdo que foi superada pela safra 2009/2010, na qual o
Parana garantiu o primeiro lugar na producdo de soja no Brasil (IPARDES, 2011). No que
diz respeito a cultura da soja, verifica-se que o consumo da soja e seus derivados vém
crescendo cada vez mais no Brasil, entretanto, grande parte da producdo é destinada a
exportacdo, na forma de graos, farelo e o 6leo de soja, além da exportacdo de bidleo
extraido da cultura (TAVARES, 2006).

A soja, Glycine max (L.) Merril, € nativa da Asia e é considerada uma das culturas
mais antigas. Tornou-se conhecida na Europa no século XVII, quando foi plantada pela
primeira vez, no Jardim Botanico de Paris (COSTA, 1996).

Entretanto, este alimento de elevado teor nutricional apresenta uma utilizagdo ainda
limitada na dieta do brasileiro. Observa-se uma tendéncia forte na procura de alimentos
mais saudaveis e nutritivos por parte dos consumidores, com a expectativa de consumir
produtos menos caléricos, com teor reduzido de gordura e sem colesterol (MODESTA et al.,
2009).

Como possiveis beneficios de dietas contendo soja podem ser mencionados 0s
efeitos anticarcinogénicos, a reducéo dos niveis de colesterol, os efeitos protetores contra a
obesidade e sintomas como ondas de calor na menopausa (HUI et al., 2001; FRIEDMAN;
BRANDON, 2001; NAGATA et al, 2001), tratamento de doencas coronarianas e
osteoporose (ANDERSON; JOHNSTONE; COOK-NEWELL, 1995; CHIECHI et al., 2002;
HERMAN et al., 1995; KNIGHT; EDEN, 1996).



O extrato solluvel de soja apresenta baixo teor de gordura, sendo rico em acidos
graxos e &cido linoleico, que ajuda na dispersdo de gorduras saturadas que tendem a
obstruir a corrente sanguinea. O mercado de bebidas a base de soja, segundo TRADECOS
(2011), tem registrado um consideravel aumento de vendas nos ultimos anos - verificou-se
em 2005 um aumento de 66% em relacdo a 2004 - decorrente do emprego de tecnologias
adequadas que torna a bebida mais atraente aos consumidores e, também, devido ao
marketing utilizado pelas empresas para divulgar o produto.

A inulina é um carboidrato retirado da raiz da chicéria que melhora as condi¢bes da
flora intestinal, sendo considerado um prebiético. Atualmente, os prebidticos de maior
interesse sdo aqueles que objetivam estimular bactérias que comp&em a flora intestinal, as
Bifidobactérias. Essas bactérias inibem o desenvolvimento de micro-organismos que
causam diarreia ou cancer de colon, por exemplo. Além disso, o consumo da inulina pelas
Bifidobactérias auxilia uma boa digestéo, favorecendo a eliminagédo de toxinas e colesterol.
Inulina e frutooligossacaridios sdo os prebidticos mais utilizados em formulagbes de
alimentos, reduzindo o risco de osteoporose, pois melhoram a biodisponibilidade do célcio
(HOLZAPFEL; SCHILLINGER, 2002).

O consumo de prebidticos pode modular a microflora no célon intestinal pelo
aumento do numero das bifidobactérias (LOSADA; OLLEROS, 2002). Diversos estudos
indicam que a inulina esta seletivamente associada ao crescimento de bifidobactérias no
c6lon humano (GRASTEN et al., 2003).

O termo probidtico deriva do grego e significa pré-vida, sendo o anténimo de
antibiético, que significa contra a vida. O termo probidtico foi definido inicialmente como:
“organismos vivos que quando ingeridos exercem efeito benéfico no balango da flora
bacteriana intestinal do hospedeiro” e ampliado posteriormente para: “organismos vivos que
quando ingeridos em determinado numero exercem efeitos benéficos para a saude”. A
definicdo atual € a seguinte: "suplemento alimentar microbiano vivo, que afeta de forma
benéfica seu receptor, através da melhoria do balangco microbiano intestinal (COPPOLA,;
GIL-TURNES, 2004, p. 1297).

A combinacdo de cepas probibticas e substancias prebidticas resultam no efeito
combinado denominado de simbidticos (RASTALL; MAITIN, 2002).

Conforme descrito por Hauly, Fuchs e Prudéncio-Ferreira (2005), o extrato de soja,
assim como o leite, é adequado para o0 crescimento de bactérias laticas. Os
oligossacarideos (rafinose e estaquiose), aminodcidos e peptideos presentes na soja
estimulam o crescimento microbiano. Sendo assim a bebida fermentada de soja, obtida por
meio da fermentacdo, pela acdo de micro-organismos probidticos apresenta caracteristicas

sensoriais semelhantes as do iogurte tradicional.



Segundo a Leatherhead Food Research Association (Reino Unido), alimentos com
alegacdes de beneficios a salude representardo nos proximos anos cerca de cinco por cento
do mercado mundial de alimentos, com um faturamento préximo a US$ 100 bilhdes,
(MARTIN, 1996). No Brasil, este mercado é ainda pequeno, mas com um grande potencial,
devido a disponibilidade de fatores como, a capacidade produtiva industrial, o tamanho do
mercado consumidor, grande produtividade do gréo e fontes naturais favoraveis ao cultivo,
(solo, clima, irrigacéo).

Os alimentos funcionais representam um novo segmento dentro do mercado de
alimentos e possuem como principais apelos de venda suas alegacdes de saude, que sdo
via de regra, veiculadas pelo rétulo e pela propaganda, com a finalidade de gerar
expectativa positiva nos consumidores, induzindo-os a compra, segundo Behrens, Roig e
Silva (2001).

Em conformidade a esta parcela de consumidores, juntamente com a
disponibilidade de matéria prima e considerando a grande produtividade da soja no Estado
do Parana e em nivel nacional, é que se projetou o desenvolvimento de uma bebida de
extrato solUvel de soja fermentado com micro-organismos probiéticos, acrescida de inulina e
proteina concentrada do soro do leite, visando atender as expectativas de consumidores

guanto a saude, nutricdo e funcionalidade, por ser um produto simbidtico.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver uma bebida simbidtica a base de extrato soltvel de soja, com a adi¢ao
de polpa de fruta, proteina do soro do leite e fibra de inulina.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar o crescimento da cultura probiética, em fungdo do tipo do acguUcar
utilizado (glicose, sacarose, ambas na mesma amostra e uma amostra sem agucar).

- Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas (Residuo Mineral Fixo, Umidade, Acidez,
pH, Carboidratos, Proteinas) do produto final.

- Quantificar as bactérias acido-laticas durante a vida de prateleira.

- Identificar e quantificar os minerais (Ca, K, Na, Fe, P).

- Avaliar a aceitabilidade do produto quanto as suas caracteristicas sensoriais e

verificar se ha ou nao diferenca entre os tratamentos.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Leites fermentados

A origem dos leites fermentados data de longo tempo, ndo sendo possivel uma
definicdo precisa de seu aparecimento. No inicio do século XX, a partir de estudos de
Metchnikoff, no Institute Pasteur (Paris — Franca), as pesquisas comecaram a associar a
producéo dos leites fermentados com o metabolismo de micro-organismos lacteos. A partir
destas descobertas, varias culturas laticas foram isoladas e caracterizadas e o processo de
fermentagéo passou a ser controlado e padronizado pelas industrias (ROBINSON, 1991).

Produtos a base de leite fermentado utilizam culturas laticas starter, as quais
colonizam o intestino em grande namero, interagindo com a microbiota (MATHUR; SINGH,
2005).

De acordo com a Federacéo Internacional de Laticinios (IDF, 1992a; 1992b; 1983),
leite fermentado é um produto elaborado a partir de leite, desnatado ou ndo, com culturas
laticas especificas, mantidas vivas em quantidade a 10° UFC/g, até a aquisicdo pelo
consumidor, ndo apresentando patdgenos. As culturas utilizadas incluem vérias bactérias,
dentre elas: Lactobacillus, Streptococcus, Propionibacterium, Leuconostoc, Bifidobacterium,
Pediococcus e Acetobacter.

A legislacdo brasileira, em acordo com a Resolucdo GMC 47/97, aprovada pelo
Mercosul no subgrupo 3, também define leite fermentado como produtos aos quais sao
adicionados ou nédo, outras substancias alimentares, obtidos por decréscimo de pH no leite
ou leite reconstituido, ao qual outro produto lacteo possa ser adicionado ou nao, através de
fermentacdo latica pela acdo de micro-organismos especificos (KHURANA; KANAWJIA,
2007).

3.2 Soja como alimento funcional

Segundo Pacheco e Sgarbieri (2001) e De Angelis (2004), alimentos funcionais séo
fontes de uma ou mais substancias capazes de atuar no metabolismo ou na fisiologia do ser
humano, promovendo beneficios a saude, através de compostos funcionais e agentes

7

antioxidantes. A presenca desses componentes nos alimentos é vantajosa, devendo ser



informado ao consumidor, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
podendo impactar a comercializacdo do produto (ANVISA, 2012c).

A funcionalidade da proteina de soja foi reconhecida no ano de 1999 pelo US Food
and Drug Administration (FDA), 6rgado de controle de alimentos dos Estados Unidos da
América. Segundo a Associacdo Americana do Coracdo, recomenda-se 0 consumo de
alimentos com soja para pacientes com elevados niveis de colesterol. Segundo Messina et
al. (1994), em programas federais de alimentacdo escolar foi comprovado que a soja pode
substituir, sem prejuizo, a proteina animal até o nivel de 30%. No Brasil, a ANVISA, em
regulamento atualizado em 2005, alega diversos beneficios & saude pelo consumo da
proteina de soja e que: “o consumo diario de no minimo 25 g pode ajudar a reduzir o
colesterol. Seu consumo deve estar associado com dieta equilibrada e hébitos de vida
saudaveis” (ANVISA, 2012a).

Erdman (2000), em suas pesquisas constatou que o consumo de proteina de soja,
em substituicAo a proteina animal, reduz os niveis de colesterol sanguineo e pode
proporcionar outros beneficios cardiovasculares.

Na Tabela 1, pode-se observar e estabelecer uma comparacao entre os valores dos
aminoacidos essenciais obtidos, sendo ambos comparados aos valores fixados pela FAO,

gquanto a necessidade humana diaria.

Tabelal Composicéo relativa dos aminoécidos essenciais presentes (g/16 g N total) no
requerimento padrdo, nos leites de vaca e humano e nos produtos a base de
soja

Aminoacido Padrdo Leitede Leite Griode Farinhade Extratode [|P.de

FAQ vaca humano soja soja soja soja
Gstina 4,2 1,0 20 1,3 16 1.7 1,5
Iscleucina 42 7.5 55 45 47 51 47
Leucina 4.8 11,0 9.1 7.8 79 8,3 78
Lisina 4,2 8,7 6,6 8.4 6,3 6,2 6,1
Metionina 2,2 3,2 20 13 14 1.4 1.2
Treonina 2.8 4.7 4.5 3.9 3.9 3.8 4.2
Triptofano 14 1,5 1.6 1,3 13 1,3 1,1
Valina 4,2 7,0 6.2 4.8 5,1 4.9 4.8

Nota: IP = isolado proteico.

Fontes: Carrdo-Panizzi e Mandarino (1998); Moretti e Gutierrez (1981).

De acordo com Wildman (2001), as isoflavonas presentes em grdos de soja sao
compostos origindrios do metabolismo secundario, com estrutura béasica fendlica. Sua
origem quimica est& no ciclo dos &cidos orgéanicos, sendo formadas durante todo o periodo

de enchimento do gréo (desde 35 dias ap6s o florescimento). A absorcdo e retencao das



isoflavonas pelo organismo humano aumentam conforme a solubilidade em &agua. O
mecanismo de absorcdo das isoflavonas glicosiladas ocorre, inicialmente, na mucosa
intestinal com a continuidade do processo no figado. Cerca de 70% das isoflavonas vao
para a bile, quatro horas ap0s sua ingestdo, e 25% da excrecdo ocorrem pela urina
(HENDRICH; MURPHY, 2001).

Segundo Messina et al. (1994), as isoflavonas apresentaram efeito comprovado de
protecdo contra a carcinogénese em testes com animais (65% de resultados positivos). A
acao protetora das isoflavonas em cancer de prostata e outras formas de céncer
hormdnio-dependentes em humanos ja& foi constatada (BRADLOW; SEPKOVIC, 2002;
BENNINK, 2001; MESSINA et al.,1994; KENNEDY, 1995; CARAGAY, 1992). Esse efeito
protetor ocorre por meio da regulacdo dos esteroides sexuais especificos e de fatores de
crescimento dos tumores, conforme identificaram Lamartiniere et al. (2002). Jenkins et al.
(2003) estudaram o uso de isoflavonas por individuos com céncer de prostata e obtiveram
resultados positivos em termos de prevencgdo e de tratamento.

Outra aplicacdo bastante conhecida das isoflavonas diz respeito & pds-menopausa
e prevencado contra o cancer de mama. Esse tratamento previne a osteoporose, mas 0 UsO
de hormoénios sintéticos aumenta o risco de doengas cardiacas, assim como o risco de
cancer endometrial (BARNES; KIM; XU, 2002; APUZZIO, 2003).

Clarkson (2002) e Nestel (2003) relataram efeitos positivos da soja para a
prevencdo da aterosclerose. Segundo Nestel (2003), ha uma relacdo entre 0 consumo das
isoflavonas e a melhora do sistema cardiovascular, como também afirmam Fuhrman e
Aviram (2001), Hasler (2002) e Jayagopal et al. (2002). A reducéo nos niveis de colesterol
pelo uso de isoflavonas foi identificada por Jenkins et al. (2003), Hasler (2002), Maddox et
al. (2002), Clarkson (2002) e Maranh&o (2001). Os mesmos efeitos foram observados nos
experimentos de Friedman e Brandon (2001), quando utilizaram a proteina de soja.

Devido ao efeito hormonal ocasionado pelas isoflavonas em consumo excessivo,
podendo alterar o crescimento das criancas, Genovese e Lajolo (2002) estudaram os teores
de isoflavonas em alimentos brasileiros. Constataram que a quantidade de isoflavonas
presente nos alimentos a base de soja varia de 2 a 100 mg/100 g (base seca) e 0 consumo
entre as criancas brasileiras de 1,6 a 6,6 mg/kg de peso corporal, ndo ocasiona nenhum
fator de risco. Além das isoflavonas, a soja possui outras funcionalidades como, por
exemplo, as suas fibras (GENOVESE; LAJOLO, 2002).

As fibras insolluveis da soja ndo sdo digeridas no trato gastrointestinal humano e
atuam normalizando a mobilidade intestinal, o que previne diverticulite e constipacdo. As
fibras sollveis s&@o efetivas no controle do diabetes tipo Il (pacientes nao insulino-

dependentes) e na redugdo dos niveis sanguineos de LDL-colesterol (CHANG, 2001).



Segundo Friedman e Brandon (2001), o inibidor de tripsina e quimotripsina de
Bowman-Birk (ITQBB) pode reduzir os riscos de cancer de mama, provavelmente devido a
inibicdo da producédo de radicais livres. H4 também evidéncias quanto a reduc&o nos riscos
de céncer na cabeca, pescoco, figado, boca, ovario e cervical. Além disso, os beneficios da
dieta & base de soja incluem a diminuigcdo na progressdo de doengas renais em pacientes
renais cronicos.

Devido aos possiveis beneficios de dietas contendo soja, podem ser mencionados
os efeitos anticarcinogénicos, a reducdo dos niveis de colesterol, os efeitos protetores
contra a obesidade e sintomas como ondas de calor na menopausa (HUI et al., 2001,
FRIEDMAN; BRANDON, 2001; NAGATA et al, 2001), o tratamento de doencas
coronarianas e a osteoporose (ANDERSON; JOHNSTONE; COOK-NEWELL, 1995;
CHIECHI et al., 2002; HEENAN et al., 2004; KNIGHT; EDEN, 1996).

No Brasil, aproximadamente 43% da populacdo apresenta algum tipo de
prevaléncia de intolerdncia ao leite e derivados. A intolerancia a lactose é um problema
muito comum. Estima-se que no Brasil 43% de brancos e mulatos apresentem deficiéncia de
lactase — enzima responsavel pela quebra da lactose — agUcar presente em leites e seus
derivados (MATTAR; MAZO, 2010), esse problema pode ser contornado com a substituicdo

do leite por extrato hidrossoluvel de soja.

3.3 Proteina concentrada do soro do leite

A proteina concentrada do soro do leite contém altos niveis proteicos (variam de
34% a 85%), lactose, gordura e minerais. Com o aumento do teor proteico, a porcentagem
de lactose na proteina concentrada do soro do leite decresce. A proteina isolada do soro do
leite, que € menos comum do que a proteina concentrada do soro do leite, contém pelo
menos 90% de proteina em base seca e baixo teor de lactose e gordura. Além disso, a
proteina isolada do soro do leite pode ser aquecida com um acido ou tratada com enzimas
proteoliticas para formar as proteinas hidrolisadas do soro do leite. Como resultado de
novas tecnologias, variedade de aminoacidos biologicamente ativos, peptideos e fracdes
podem ser isolados da proteina do soro do leite (MELLO, 1989).

Devido ao seu conteddo de aminoacidos essenciais, o0 valor biologico das proteinas
do soro do leite é alto comparado com outras proteinas da dieta. As proteinas do soro do
leite tém proporcionalmente mais aminoacidos sulfurados (cisteina, metionina) do que a

caseina, que é quase desprovida de aminoacidos sulfurados (MELLO, 1989).



O aminoacido essencial cisteina, importante para a biossintese de glutationa, é um
tripeptideo com propriedades antioxidantes, anticarcinogénico e estimulador do sistema
imunolégico. As proteinas do soro do leite também sdo boas fontes de aminoacidos de
cadeia ramificada, isoleucina, leucina e valina. Aminoacidos de cadeia ramificada sao
importantes porque ajudam a minimizar os danos musculares, sob condi¢gdes de aumentado
colapso proteico, 0 que torna o soro do leite particularmente benéfico para os atletas. Além
disso, comparadas com a caseina, as proteinas do soro do leite sdo proteinas que
rapidamente deixam o estdbmago e transitam para o intestino. Esta caracteristica Unica das
proteinas do soro do leite contribui para a sua retencao e bioatividade peptidica no intestino
(BRANDAO; SEIBERT, 2004).

Dentre as proteinas do soro do leite estdo a beta-lactoglobulina, a alfa-
lactoalbumina, as imunoglobulinas, a albumina sérica bovina, a lactoferrina e a
lactoperoxidase, bem como o glicomacropeptideo. Este Ultimo é uma proteina derivada da
caseina liberada no soro do leite durante a fabricacdo de queijos (BRANDAO; SEIBERT,
2004).

Existe uma relagdo direta entre as caracteristicas funcionais e nutricionais das
proteinas e vitaminas do soro e sua estrutura e funcdes bioldgicas (BOUNOUS, BATIST,;
GOLD, 1991).

A a-lactoalbumina representa, aproximadamente, 25% do teor total de proteinas do
soro de leite bovino. Cerca de 70% das proteinas encontradas em leite humano tém as
mesmas caracteristicas da proteina de soro. A a- lactoalbumina representa 41% desse
indice. A a-lactoalbumina representa 28% do teor total de proteina do leite humano. A sua
adicao tem sido defendida como forma de “humanizar” férmulas infantis e criar outros
produtos para pessoas que consomem ou podem ingerir apenas quantidades limitadas de
proteina (WALZEM; DILLARD; GERMAN, 2002).

A albumina sérica e as imunoglobulinas sdo proteinas introduzidas no leite pelo
organismo dos animais e que podem ser recuperadas. Estas duas proteinas séo
consideradas proteinas menores ou secundarias por estarem presentes em quantidades
muito pequenas. A albumina sérica liga acidos graxos e outras moléculas pequenas. As
imunoglobulinas incluem 1gG1, 1gG2, IgA e IgM que reforcam a imunidade passiva de
criancas e outros consumidores. As imunoglobulinas sdo encontradas no colostro em
concentragdes maiores do que em leite comum (WALZEM, 2011).

A B-lactoglobulina representa aproximadamente 50% do teor total de proteinas de
soro de leite bovino. Esta proteina liga célcio e zinco e sua sequéncia apresenta homologia
sequencial parcial com determinadas proteinas capazes de ligar retinol. A cadeia de

B-lactoglobulina possui varios pontos de ligacdo para minerais, vitaminas lipossollveis e
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lipideos. Estes pontos de ligacdo podem ser usados para incorporar compostos lipofilicos
desejaveis como tocoferol, vitamina A e produtos com baixo teor de gordura (MING, 2002).

A lactoferrina e a lactoperoxidase sdo duas outras proteinas do soro. A lactoferrina
€ capaz de ligar e transportar o ferro e promove a sua absor¢cdo sem provocar constipacéo
em criangcas pequenas, como ocorre com 0s suplementos inorgénicos de ferro, ela tem
efeito antioxidante, fortalece o sistema imunoldgico e tem efeitos anticancerigenos. A
lactoferrina também é uma substancia imunomoduladora e é o principal fator de resisténcia
a doencas nao especificas das glandulas mamarias. Mais importante ainda, é que, depois
que a lactoferrina liberou o ferro, deixando-o disponivel para ser absorvido pelo organismo,
a proteina pode entdo passar a ligar o ferro livre presente no trato digestivo. Esta
capacidade de ligar o ferro inibe o desenvolvimento da microflora indesejavel e promove a
atividade da microflora desejavel no trato intestinal, mediante a inibicdo de enterobactérias
patogénicas. A atividade bacteriostatica da lactoferrina esta sendo estudada visando ao uso
potencial da substancia como conservante. A lactoferricina é um peptideo basico derivado
da lactoferrina, que protege o0 organismo contra o crescimento e a proliferacdo de
micro-organismos intestinais patogénicos. A lactoperoxidase é uma enzima que degrada o
peréxido de hidrogénio. Este componente nutracéutico do leite e de produtos de soro € uma
enzima com propriedades antibacterianas. A lactoperoxidase tem sido objeto de varios
estudos visando a sua utilizagdo como meio de controlar o desenvolvimento da acidez e
mudangas de pH durante a estocagem refrigerada de iogurte a 37 °C. A lactoperoxidase
também esta sendo estudada quanto a possibilidade de ser utilizada como conservante
natural. Em combinagcdo com outros conservantes, a lactoperoxidase é usada como
ingrediente em pasta de dente para combater caries (ARCHIBALD, 2003).

A riboflavina é uma vitamina hidrossollvel presente em uma ampla variedade de
alimentos. Foi inicialmente isolada do soro do leite, em 1879, e por isso, recebeu 0 home de
lactocromo. Essa vitamina pode ser cristalizada como cristais laranja-amarelados e, em sua
forma pura, é pouco sollvel em agua. Suas formas biologicamente ativas mais importantes -
flavina adenina dinucleotideo (FAD) e flavina mononucleotideo (FMN) - participam de uma
série de reacOes de oxi-reducdo (reacdes redox), algumas das quais sdo absolutamente
essenciais para a funcdo das células aerdbicas.

A deficiéncia de riboflavina é endémica em muitas regibes do mundo e certos
grupos da populacdo tém baixa ingestdo desta vitamina (OPPENHEIMER; BULL;
THURNHAM, 1983; BATES et al., 1982). Diante do recente interesse do suposto papel da
riboflavina na protecdo contra o cancer e contra doencas cardiovasculares, é apropriado
reavaliar os papéis metabdlicos desta vitamina e a relevancia de sua baixa ingestéo para a

saude publica. Em contraste com a maioria dos alimentos, o leite e o ovo contém
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guantidades notaveis de riboflavina livre associada a proteinas especificas (BOISVERT et
al., 1993).

3.4 Alimentos probiéticos

Um alimento probidtico € uma preparacdo ou produto que contém micro-
organismos definidos, vidveis e em quantidades suficientes, que alteram a microflora do
hospedeiro e exercem efeitos benéficos a salde, encontrados principalmente em produtos
lacteos fermentados (YEBRA; COLL-MARQUE’S; SANFELIX-HAYWOOD, 2011).

O termo probidtico deriva do grego e significa “pré-vida”, sendo o antbénimo de
antibiético, que significa “contra a vida”. O termo probidtico foi definido inicialmente como:
“organismos vivos que quando ingeridos exercem efeito benéfico no balango da flora
bacteriana intestinal do hospedeiro” e ampliado posteriormente para: “organismos vivos que
quando ingeridos em determinado numero exercem efeitos benéficos para a saude”. Sua
definicdo atual é a seguinte: "suplemento alimentar microbiano vivo, que afeta de forma
benéfica seu receptor, através da melhoria do balango microbiano-intestinal” (COPPOLA,;
GIL-TURNES, 2004, p. 1297). Estes efeitos benéficos estdo direta e exclusivamente
relacionados ao tipo de cepa utilizada (AGOSTINI et al., 2004).

Os probioticos sdo organismos vivos que exercem acdo benéfica sobre a saude
quando ingeridos em determinado nimero. Esta acéo esta relacionada ao equilibrio da flora
intestinal, podendo também ter efeito na redugéo do colesterol sanguineo e no controle de
diarreias, assim como na reducdo do risco de desenvolvimento de algumas formas de
cancer. Um das formas de atuagéo dos probiéticos € a inibicdo da proliferacédo, no intestino,
das bactérias patogénicas. Dentre os probiodticos, destacam-se: Lactobacillus aciddfilos,
casei, bulgarico, lactis, plantarum; Estreptococo terméfilo; Enterococus faecium e faecalis;
Bifidobactéria bifidus, longus e infantis (LOPES, 2011).

O uso de culturas probidticas, previne uma variedade de maleficios a saude, devido
ao seu efeito protetor contra patégenos, incluindo coliformes (SAKHARE; NARASIMHA,
2003; COEURET; GUEGUEN; VERNOUX, 2004), Staphylococcus aureus (SAKHARE;
NARASIMHA, 2003; COEURET; GUEGUEN; VERNOUX, 2004; AMESHIMA et al., 1998),
Listeria. monocytogenes (BARRANTES et al, 2004; COEURET; GUEGUEN; VERNOUX,
2004), Salmonella (COEURET; GUEGUEN; VERNOUX, 2004) e Candida spp.,
Zygosaccharomyces bailiie Penicillium sp.

Segundo Fuller (1999, p. 33), probidtico € um “suplemento contendo micro-

organismos vivos que beneficiariam o organismo animal promovendo um balanco
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microbiano intestinal”. Atualmente probiéticos sao definidos como micro-organismos viaveis
(bactéria latica e outras bactérias ou leveduras aplicado a produtos fermentados) que
exibem efeito benéfico para a salude do hospedeiro, ajudando na digestdo e melhorando as
propriedades de sua microflora.

Ressalta-se que os alimentos denominados probidticos possuem uma caracteristica
funcional, pois, além de suas qualidades nutricionais, afetam beneficamente uma ou mais
funcdes relevantes do organismo do consumidor (RIBEIRO; SIMOES; JURKIEWICZ, 2009).

No mercado brasileiro os produtos probiéticos estdo restritos a diversos tipos de
leites fermentados. Na Europa, Estados Unidos e Canad4, também h& diversos tipos de
queijos e cereais disponiveis. Varios fatores devem ser considerados para o
desenvolvimento de um alimento contendo bactérias probidticas, quais sejam: atividade de
agua, temperatura de processamento e armazenamento, tempo de estocagem, contetdo de
oxigénio, pH, teor de sal e os outros ingredientes presentes, de forma que a cultura
probidtica permaneca viavel e em numero elevado durante a vida de prateleira do produto
(RIBEIRO; SIMOES; JURKIEWICZ, 2009).

Durante as trés ultimas décadas, uma atengdo significativa tem sido dada aos
produtos lacteos fermentados, contendo bactérias probidticas, de forma que a expansao do
mercado de alimentos funcionais demanda crescente pesquisa no tocante ao
desenvolvimento de produtos que contenham bactérias probidticas (CRUZ; MORTAZAVIAN,;
KARINI, 2011).

Os probioticos devem ser ingeridos diariamente para a obtencdo de um efeito
continuo, sendo que um comportamento favoravel na composicéo da microbiota intestinal foi
observado com doses de 100 gramas de produto alimenticio, contendo 10° a 10° UFC/g de
micro-organismos probidticos (BADARO et al., 2008). E reconhecido que um 6timo balango
na populacdo microbiana no trato digestivo esteja associado com a adequada nutricdo e
saude (RYBKA; KAILASAPATHY, 1995). Os micro-organismos primariamente associados
com este balanco sdo os lactobacilos e as bifidobactérias (LOURENS-HATTINGH,;
VILJOEN, 2001).

Os probioticos exercem as seguintes fungcdes no organismo:

¢ aumentam de maneira significativa o valor nutritivo e terapéutico dos alimentos,

pois ocorre um aumento dos niveis de vitaminas do complexo B e aminoacidos.
Absorc¢do acrescida de calcio e ferro;

o fortalecem o sistema imunoldgico, através de uma maior producdo de células

protetoras;

e possuem efeito funcional benéfico no organismo, equilibrando a flora intestinal,

atuando no controle do colesterol e na reducgéo do risco de cancer;
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e possuem uma particular importancia para os individuos com intolerncia a

lactose, devido ao aumento de uma enzima que facilita a digestdo da lactose.

Segundo estudos recentes, além destas fungdes os probidticos também auxiliam no
reforco do sistema imunolégico, ajudando o organismo a criar defesas contra bactérias e
micro-organismos indesejaveis. Além das propriedades mencionadas, os probitticos devem
ser indcuos, manterem-se vidveis por longo tempo, durante a estocagem e transporte,
tolerar o baixo pH do suco gastrico e resistir a acdo da bile e das secre¢des pancreética e
intestinal, ndo transportar genes transmissores de resisténcia a antibidticos e possuir
propriedades antimutagénicas e anticarcinogénicas, assim como resistir a fagos e ao
oxigénio. Os probiéticos normalmente tém pouco tempo de duragdo e, por iSSO mesmo,
devem ser mantidos bem refrigerados. Ao serem ingeridos através dos alimentos, vao para
o0 intestino e ali se somam a flora ja existente, sem se fixarem, equilibrando-a e, com isso,
auxiliando no trabalho de absorcédo dos nutrientes (COPPOLA; GIL-TUNES, 2004).

Os probiéticos podem ser componentes de alimentos industrializados presentes no
mercado, como leites fermentados, iogurte, ou podem ser encontrados na forma de pé ou
capsulas. Os leites fermentados sdo o principal exemplo de fonte de probidticos. Mas é
preciso manter uma espécie de ritual de ingestdo diaria destas substancias para que os
efeitos desejados se comprovem (LOPES, 2011).

Os probidticos sdo micro-organismos vivos e promotores da saude, que sao
incorporados a varios tipos de alimentos (KABOOSI, 2011). Para exercer um efeito positivo
sobre a salde, 0s micro-organismos precisam ser viaveis, ativos e abundantes na
concentracdo de no minimo 10° UFC g™ no produto ao longo da vida de prateleira
especificada (OSTLIE; HELLAND; NARVHUS, 2003). Desta maneira, no momento do seu
consumo o produto deve apresentar um minimo, geralmente aceitavel, de bactérias
probidticas de 10° UFC g* (BLANCHETTE et al., 1996; GOMES; MALCATA, 1999;
HEKMAT; MCMAHON, 1992; KURMAN; RASIC, 1991; RYBKA; KAILASAPATHY 1995).
Muitos autores sugerem que a ingestéo de 10°-10° UFC g diariamente é necesséria para o
desenvolvimento de efeitos benéficos para seres humanos (OLIVEIRA et al.,, 2001,
SAXELIN, 1997; VINDEROLA et al., 2000).

Produtos contendo probidticos constituem um significativo grupo do setor de
“alimentos funcionais”. Infelizmente, as bactérias probiéticas desenvolvem-se fracamente no
leite e s&o necesséarios meios de estimular o seu crescimento numa perspectiva de obtencéo
de produtos lacteos probiéticos (GAUDREAU; CHAMPAGNE; JELEN, 2005).
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3.4.1 Bactérias do género Lactobacillus

Cerca de 56 espécies do género Lactobacillus foram descritas até hoje. Estas
bactérias estdo distribuidas por varios nichos ecoldgicos, sendo encontradas por todo o trato
gastrointestinal e génito-urinério, constituindo uma importante parte da microbiota indigena
de homens e animais. A sua distribuicdo é afetada por diversos fatores ambientais como:
pH, disponibilidade de oxigénio, nivel de substrato especifico, presenca de secrecdes e
interagbes bacterianas. Elas s&o raramente relacionadas com casos de infeccdes
gastrointestinais. As cepas empregadas tecnologicamente sd0 micro-organismos seguros e
ndo patogénicos. Além disto, os lactobacilos possuem propriedades potencialmente
probidticas, favorecendo beneficamente o organismo humano (PENNA, 2002).

Os lactobacillus probiéticos séo indicados para promover inUmeros beneficios a
saude, incluindo efeitos antimicrobianos contra patdgenos, antitumorais, anticolesterol,
imunomodulagéo, antidiabetes, e tratamento contra a diarrea e intoleréncia a lactose
(NAGPAL et al., 2007; 2012; NAGPAL; KUMAR; ARORA, 2010).

Por isto, L. acidophilus, L. delbrueckii ssp bulgaricus e L. casei tém sido
amplamente utilizados pelos laticinios para a producdo de leites fermentados e outros

derivados lacteos.

3.4.2 Caracteristicas morfoldgicas e condi¢des de cultivo

De acordo com Vogel et al. (1993), Moro foi o primeiro pesquisador a isolar
anaerobios facultativos das fezes de criancas amamentadas ao peito, as quais foram
tipificadas como Bacillus acidophilus, um nome genérico para lactobacilos intestinais. As
bactérias do género Lactobacillus sédo geralmente identificadas como bastonetes
Gram-positivos, microaerofilas, ndo esporuladas e sem flagelos (VOGEL et al., 1993).

Estudos genéticos tém demonstrado que as espécies originais realmente consistem
de grupos apresentando homologia de DNA, incluindo: L. crispatus, L. gallinarum, L. gasseri,
L. amylovorus e L. johnsonii. Embora estas espécies estejam bem definidas, existem
dificuldades na classificacdo de cepas recentemente descobertas. Investigacbes baseadas
em testes de aglutinacdo, antigenos de parede celular e caracteristicas de eletroforese e
antigénicas de D- e L-lactato desidrogenase também demonstram a heterogeneidade
dessas espécies (MITAL; GARG, 1992).
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De acordo com o Penna (2002), os lactobacilos podem ser divididos em trés grupos
em funcdo do metabolismo de carboidratos:

o Grupo l: homofermentadores obrigatorios. Fermentam hexoses
predominantemente a Aacido latico, via Embden-Meyerhof, ndo fermentando
pentoses;

e Grupo II: heterofermentadores facultativos. Ao fermentarem hexose, produzem
acidos latico, acético, formico e etanol. As pentoses também podem ser
fermentadas através da inducédo da enzima fosfocetolase;

e Grupo llI: heterofermentadores obrigatorios. Fermentam hexoses a acidos latico e
acetico.

A divisdo classica dos lactobacilos estd baseada em suas caracteristicas
fermentativas: (FERREIRA, 2001) — obrigatoriamente homofermentativos; (FELIS, 2001) —
facultativamente heterofermentativos; (VASQUEZ et al.,, 2005) - obrigatoriamente
heterofermentativos  (AXELSSON, 2004). Varios lactobacilos obrigatoriamente
homofermentativos e facultativamente heterofermentativos e alguns obrigatoriamente
heterofermentativos sdo utilizados em alimentos fermentados. Porém, este ultimo grupo é
comumente associado a deterioracédo de alimentos (VASQUEZ et al., 2005).

Os lactobacilos obrigatoriamente homofermentativos incluem aqueles que
fermentam glicose exclusivamente em &acido latico e ndo fermentam pentoses ou gliconato
(VASQUEZ et al., 2005). Exemplos desse grupo séo as espécies Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus gasseri, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus delbrukii,
Lactobacillus helveticus e Lactobacillus salivarius (HOLZAPFEL et al., 2001; AXELSSON,
2004).

Os obrigatoriamente heterofermentativos incluem os lactobacilos que fermentam
hexoses em &cido latico, acido acético e/ou etanol e dioxido de carbono, sendo que a
producdo de gas a partir da glicose € uma caracteristica marcante dessas bactérias
(VASQUEZ, 2005). Sao exemplos desse grupo as espécies Lactobacillus brevis,
Lactobacillus buchneri, Lactobacillus fermentum e Lactobacillus reuteri (AXELSSON, 2004;
HOLZAPFEL; SCHILLINGER, 2002).

Os facultativamente heterofermentativos incluem os lactobacilos que fermentam
hexoses em acido-latico e podem produzir gas a partir de gliconato, mas néo através da
glicose. Esses micro-organismos também fermentam pentoses, através de uma
fosfocetolase induzida para produzir acidos latico e acético. As espécies Lactobacillus
curvatus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sakei e do grupo Lactobacillus casei séo
importantes  representantes dos lactobacilos facultativamente heterofermentativos
(VASQUEZ et al., 2005; AXELSSON, 2004).
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3.4.3 Lactobacillus acidophilus

O L. acidophilus é um bastonete Gram-positivo que pode ocorrer isolado, assim
como em pares ou em cadeias curtas. O tamanho tipico € de 0,6 - 0,9 um de largura e
1,5-6,0 um de comprimento. Este micro-organismo nao contém citocromos e, por isso, é
benzidina negativo. Além disso, € um micro-organismo microaerdfilo, tanto que o
crescimento superficial em meio sélido é geralmente favorecido pela anaerobiose, pela
reducdo da pressao de oxigénio ou manutencdo de 5 a 10% de CO,. A maioria das cepas
de L. acidophilus pode fermentar amigdalina, celobiose, frutose, galactose, glicose, lactose,
maltose, manose, salicina, sacarose, trealose e esculina (SAMONA; ROBINSON, 1991).

L. acidophilus metaboliza a glicose oriunda da lactose através da via
Embeden-Meyerhof, tendo como acido latico o principal produto final. O rendimento do &cido
latico é 1,8 mol/mol glicose, acompanhado de uma pequena quantidade de outros
componentes. O acetaldeido, um composto aromatico, também pode ser formado durante o
metabolismo da lactose, entretanto, em alguns casos ele pode ser produzido a partir do
metabolismo de substancias nitrogenadas, como por exemplo, a treonina, sendo que uma
grande atividade de treonina aldolase tem sido encontrada em L. acidophilus (MARSHAL;
COLE, 1983).

O crescimento do L. acidophilus pode ocorrer a altas temperaturas como 45° C,
embora o crescimento 6timo seja em torno de 35-40° C. A tolerancia dos lactobacilos ao
acido varia de 0,3% até 1,9%, sendo que pH 6timo para seu desenvolvimento esta entre
5,5-6,0 (GOMES; MALCATA, 1999).

3.4.3.1 Utilizacao terapéutica de L. acidophilus

Atualmente, existem varias possibilidades de utlizagdo terapéutica de L.
acidophilus, como a reposicdo de microbiota intestinal, desejavel apoés longa exposi¢cdo a
uma anitibioticoterapia. Essas bactérias auxiliam na digestdo e no tratamento de doencas
imunossupressoras. Isto acontece, provavelmente, porque o L. acidophilus estimula a
producdo de citocinas por macréfagos (DONNET-HUGHES, 1999), a reducdo dos niveis
plasméaticos de colesterol e da ocorréncia de doencas cardiacas coronarianas, a
biodegradacdo de nitrosaminas carcinogénicas no intestino (ROBINSON, 1991), o

tratamento de cancer de intestino (ROBINSON, 1991), o aumento da absor¢cédo de lactose
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em pessoas intolerantes (MUSTAPHA; JIANG; SAVAIANO, 1997), o tratamento de
infeccdes e diarreias causadas por leveduras (RANI; KHETARPAUL, 1998).

Efeito de imunomodulacdo em pessoas com deficiéncia do sistema imunoldgico
(DONNET-HUGHES, 1999), o possivel tratamento de AIDS (TIHOLE, 1988).

344 L. casei

Lactobacillus casei € uma bactéria acido-latica heterofermentativa, utilizada
amplamente na industria de alimentos como cultura stater, sendo que algumas culturas
também séo utilizadas como probioticos (YEBRA,; COLL-MARQUE'S;
SANFELIX-HAYWOOD, 2011).

Lactobacillus casei sdo bactérias Gram-positivas, anaerébias facultativas,
nao-mével e ndo formadoras de esporos, de forma cilindrica (tamanho do intervalo de
células = 0,7-1,1x2,0-4,0 micrdBmetros) membros da industrialmente importante bactérias do
acido lactico. Como outras bactérias do acido lactico, L. casei é tolerante a acidez, ndo pode
sintetizar porfirinas e possui um metabolismo fermentativo estritamente com o &cido latico
como principal produto final metabdlico (AXELSSON, 1998; KANDLER; WEISS, 1986).

Dentro do género Lactobacillus, L. casei faz parte do (Grupo 1), de espécies cluster
heterofermentativas facultativas, que produzem acido latico a partir de agucares hexose
através da via de Embden-Meyerhof e das pentoses pela via 6-phosphogluconate/
phosphoketolase (AXELSSON, 1998).

L. casei é uma espécie extremamente adaptavel e pode ser isolada de produtos
lacteos fermentados e matérias-primas, produtos vegetais fermentados e frescos, e do trato
reprodutivo e intestinal de humanos e animais (KANDLER; WEISS, 1986). Industrialmente,
L. casei, como probittico, tem aplicacdo na saude humana como produtoras de &cido
fermento, para a fermentacdo do leite, e como culturas de especialidade para a
intensificacdo e aceleracdo do desenvolvimento do sabor, em certas variedades de queijo
curado-bacteriano (FONDEN et al, 2000; FOX; SINGH; MCSWEENEY, 1997,
KOSIKOWSKI, 1982).

3.4.4.1 Utilizacao terapéutica de L. Casei

Diversos autores afirmam que o consumo regular de Yakult® (leite fermentado com
a cultura L. casei Shirota) tem proporcionado evidéncias diretas ou indiretas relacionadas a

reducdo do risco de cancer e de bexiga urindria e supressdo de céancer coélon-retal.
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(ITSARANUWAT; AL-HADDAD; ROBINSON, 2003; SHORTT, 1999, OUWEHAND et al.,
1999).

A aderéncia de micro-organismos probioticos as células epiteliais do intestino e a
subsequente colonizacdo da mucosa sédo de fundamental importancia para a ocorréncia dos
efeitos benéficos a saude humana (FORESTIER et al., 2001; HUDAULT et al., 1997).
Adicionalmente, os probioticos do grupo Lactobacillus casei podem também apresentar
efeito protetor contra micro-organismos patogénicos e estudos in vitro tém sido utilizados
para avaliar tais efeitos (COEURET; GUEGUEN; VERNOUX, 2004; HUDAULT et al., 1997).
Estudos mais detalhados demonstraram que as bactérias Lactobacillus casei/ paracasei
utilizadas individualmente ou em co-cultura com outras bactérias laticas inibiram a
multiplicacdo de micro-organismos patogénicos e deteriorantes, incluindo coliformes
(SAKHARE; NARASIMHA, 2003; COEURET; GUEGUEN; VERNOUX, 2004),
Staphylococcus aureus (SAKHARE; NARASIMHA, 2003; COEURET; GUEGUEN;
VERNOUX, 2004; AMESHIMA et al., 1998), Listeria_monocytogenes (BARRANTES et al.,
2004, COEURET; GUEGUEN; VERNOUX, 2004), Salmonella (COEURET; GUEGUEN;
VERNOUX, 2004), Céandida spp., Zygosaccharomyces bailie Penicillium sp.
(SCHWENNINGER et al., 2005).

As espécies Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosusi
fazem parte do chamado Grupo Lactobacillus casei e possuem importante valor comercial
para a industria alimenticia, devido ao seu emprego na producgéo de leites fermentados e
como culturas iniciadoras de fermentagéo na fabricacdo de queijos para a melhoria de sua
qualidade, (FERRERO et al., 1996; VASQUEZ et al., 2005) .

Embora os produtos lacteos fermentados constituam uma fracdo substancial do
mercado de prebidticos e probiéticos, o numero de produtos nado lacteos é crescente,
particularmente aqueles a base de soja (HAMMES; HERTEL, 2002; FUCHS et al., 2005;
HAULY; FUCHS; PRUDENCIO-FERREIRA, 2005). Nesse sentido, Heenan et al. (2004)
avaliaram a sobrevivéncia de micro-organismos probidticos e as populacdes de células
resistentes a bile em sobremesa ndo-fermentada congelada, a base de soja, adicionada de
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei Lp-01, Lactobacillus-acidophilus MJLA-1,
Lactobacillus rhamnosusi 100-C, Bifidobacterium lactis BDBB2, Bifidobacterium lactis Bb-12
(atualmente reclassificada como Bifidobacterium animalis) ou Saccharomyces boulardii
74012. Naquele estudo, todos o0s micro-organismos probioticos testados mantiveram
populagbes superiores a 6 log UFC/g de produto durante 6 meses de armazenamento, com

excecado da cepa de Saccharomyces boulardii.
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3.45 Streptococcus thermophilus

O S. thermophilus tem sido amplamente utilizado como uma cultura iniciadora para
producdo de iogurtes, queijos e leites fermentados. As principais caracteristicas dos S.
thermophilus sdo (ROBINSON, 2002):

e cCélulas esféricas ou ovais;

e bactéria Gram-positiva, anaerobia facultativa, imével, ndo-esporulante;

e crescimento entre 40 e 50 °C com auxilio de vitaminas e aminoacidos para

maximo crescimento;

e bactérias acido-laticas homofermentativas, produtoras de L (+) lactato,

acetaldeido e diacetil a partir da lactose do leite;

e secrecao de exopolissacarideos.

Em ensaios in vitro, S. thermophilus apresentou resultados que demonstraram a
cepa com possiveis propriedades anti-inflamatérias, sendo ferramenta eficaz como
probidtico (LAMMERS et al., 2003).

3.4.6 Bifidobactérias

As Bifidobactérias foram estudadas pela primeira vez no final do século XIX por
TISSIER, que as descreveu como formas alongadas, ndo produtoras de gas, anaerdbicas
com morfologia Bifid, presente nas primeiras fezes dos recém-nascidos, entdo chamadas de
Bacillus bifidus (BRANDAO, 2007). Atualmente o género Bifidobacterium inclui 30 espécies,
10 das quais séo de origem humana, 17 de origem animal, 2 de 4guas residuais e 1 de leite
fermentado. Todas as bifidobactérias de origem humana podem utilizar como fonte de
carbono, além da glicose, a galactose, a lactose e usualmente a frutose (STEFE; ALVES;
RIBEIRO, 2008).

Essas bactérias do género Bifidobacterium sdo utilizadas pelos seus efeitos
probidticos e sao encontradas em iogurte e em outros derivados fermentados do leite.
Produzem no corpo humano antibiéticos naturais, que regulam a flora intestinal. Favorece,
portanto, o funcionamento do intestino, o que se reflete também na beleza da pele. No

momento de consumir o produto, a concentracdo de bifidobactérias deve ser superior a

106 UFC g'1 para que se possa sentir seu efeito benéfico (GABIATTI; CORTI, 2010).

O uso das Bifidobactérias em fermentacdes de leite € limitada, devido ao lento
crescimento, embora o leite seja um meio satisfatorio por conter nutrientes essenciais,
amino&cidos e pequenos peptideos, estes estdo presentes em quantidades insuficientes

para o crescimento de Bifidobactérias. O desenvolvimento das bactérias probiéticas ocorre
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lentamente devido a baixa atividade proteolitica no leite, sendo pratica comum a adi¢cdo de
bactérias do iogurte para reduzir o tempo de fermentacdo (CENTENARO, 2009).

As Bifidobactérias sdo conhecidas por estimularem o sistema imunolégico,
produzirem vitamina B, inibirem a multiplicacdo de patégenos, reduzirem a concentracao de
amodnia e colesterol no sangue e ajudarem a restabelecer a microbiota normal apos
tratamento com antibioticos (KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008).

3.5 Prebibticos

Prebitticos sdo componentes alimentares ndo digeriveis no estdmago que afetam
beneficamente o hospedeiro, por estimularem seletivamente a proliferacdo ou atividade de
populacdes de bactérias desejaveis no colon. Adicionalmente, o prebidtico pode inibir a
multiplicacdo de patdégenos, garantindo beneficios & saude do hospedeiro. Esses
componentes atuam mais frequentemente no intestino grosso, embora possam ter algum
impacto sobre o0s micro-organismos do intestino delgado (GRAJEK; OLEJNIK, 2005;
MOGENSEN et al., 2000).

Vérias substancias prebiodticas podem ser utilizadas, entre elas a lactulose, rafinose,
fruto-oligossacarideos, alguns oligossacarideos e polissacarideos como a inulina e o amido
resistente (CONWAY, 2001).

No Brasil, segundo a Portaria n°. 27, de 13 de janeiro de 1998, da Secretaria
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 1998), o regulamento técnico referente a
informacé&o nutricional de alimentos estabelece que um alimento pode ser considerado fonte
de fibras quando apresentar no produto pronto 3g/100g (base integral) para alimentos
sélidos e 1,5g/100ml (base integral) para alimentos liquidos, ja com o dobro deste conteddo
é considerado um alimento com elevado teor de fibras.

Segundo Cho e Dreher (2001), o consumo de alimentos ricos em fibras esta ligado
a diversos beneficios como a estimulacdo de sistema imune, atuando beneficamente no
metabolismo com modulacdo da sintese de colesterol e reducdo de pressao sanguinea,
resultando na diminuicdo de doencas crénicas ndo transmissiveis.

O crescimento de probiéticos em produtos lacteos pode também ser associado a
presenca de carboidratos prebidticos, mais exatamente oligossacarideos, como a inulina e a
oligofrutose, ambos carboidratos n&o digeriveis, porém fermentéveis pela acao deste grupo
de micro-organismos em alimentos e no trato gastrointestinal humano e animal. Produtos
assim constituidos por prebiodticos e probioticos recebem a denominagcdo de simbidticos
(ROBERFROID, 1998).



21

3.6 Simbidticos

Simbiéticos sdo os produtos que contém em sua composicdo uma bactéria
probidtica e também uma substancia prebidtica. Sdo chamados de alimentos simbidticos
(ROBERFROID et al., 1999). De modo geral, os prebidticos possuem propriedades que
podem influenciar no crescimento e desenvolvimento dos micro-organismos probiéticos,
afetando tanto o crescimento dos probidticos como das culturas starter que venham ser
utilizadas juntamente com as culturas probidticas.

Os simbiodticos, por sua vez, sdo compostos pela mistura de prebidticos e
probi6ticos em quantidades variadas, seguindo as mesmas caracteristicas propostas para
esses componentes utilizados de forma separada (SOUZA et al., 2010).

Para desenvolver-se um alimento simbiotico faz-se necesséria a selecdo de uma
linhagem de micro-organismos que, juntamente ao prebidtico, interagem entre eles
valorizando os efeitos benéficos a quem os consome (FERREIRA et al., 2000; PUUPONEN-
PIMIA et al., 2002).

Probidticos que apresentam efeitos benéficos no organismo, prebidticos que
incluem polissacarideos indigeriveis, que estimulam o crescimento de bactérias intestinais
benéficas, e simbidticos que resultam da combinacdo de probidticos e prebidticos, melhoram
o trato e a flora intestinal e também podem reduzir as concentra¢cdes metabdlicas de
nitrogénio intestinal (FOOKS; GIBSON, 2002; VRESE; SCHREZENMEIR, 2008).

3.7 Analise sensorial

A preocupacédo do seres humanos em relacdo a percepcdo de aromas e sabores
encontra-se registrada e datada desde 300 A. C., quando os gregos compilaram um tratado
de aromas. Técnicas de avaliacdo sensorial foram desenvolvidas a partir da necessidade de
produtores obterem classificacdo de produtos como vinho, cha, café, manteiga, peixe, cujos
precos eram definidos a partir da classificacdo de qualidade efetuada por um expert ou
especialista no produto (FARIA; YOTSUYANAGI, 2002).

Entretanto, nos anos de 1900, houve o crescimento do setor industrial e o
consequente desenvolvimento de novos produtos, surgindo o questionamento se somente
dois ou trés experts disponiveis, poderiam atender a demanda de avaliacdo de todos os

produtos. Entendendo-se que o nivel de qualidade definido pelos experts ndo refletia as
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atitudes dos consumidores quanto a aceitacdo ou rejeicdo dos produtos, € que houve o
grande interesse de tecnélogos de alimentos em medir a sua qualidade sensorial, sendo um
marco na histéria a realizacdo em 1937, do simpoésio Flavor in foods (FARIA;
YOTSUYANAGI, 2002).

Desta maneira, a analise sensorial, enquanto ciéncia, foi definida pela Divisao de
Avaliacdo Sensorial do Institute of Food Technologists (IFT), como “uma disciplina cientifica
usada para evocar, medir, analisar e interpretar reacfes as caracteristicas de alimentos e
materiais percebidas pelos sentidos da visdo, olfato, gosto, tato e audicdo” (FARIA;
YOTSUYANAGI, 2002, p. 116).

Com base na andlise sensorial, as caracteristicas ou propriedades de interesse
relativas a qualidade sensorial do alimento séo identificadas e adequadamente estudadas,
com o respaldo em metodologias para a coleta de dados e em tratamentos estatisticos de
avaliacdo e interpretagéo dos resultados obtidos (MININ, 2006).

Segundo Ferreira et al. (2000), no delineamento de blocos completos casualizados
(DBC), se apresentam todos os tratamentos (amostras diferentes) por bloco (julgadores) e
sdo aplicados quando nédo ha problema de fadiga sensorial do julgador, em provar todos os
tratamentos. As amostras sao apresentadas ao provador em ordem aleatorizada e
independentemente replicadas.

Dentre as metodologias de tratamento estatistico dos dados, destaca-se a
ferramenta multivariada, referente a analise de componentes principais (ACP), a qual
proporciona uma redugdo da dimensionalidade de um grupo de dados para formar
combinacfes lineares das variaveis originais no estudo, as quais sdo denominadas
componentes principais (PCs) (KOSAC; SCAMAN, 2008).

Uma aplicagcdo adequada da metodologia sensorial permite que se obtenham
resultados importantes quanto a formulacdes de alimentos, produzindo conhecimento
posterior sobre a sua aceitabilidade no mercado consumidor e/ou caracteristicas especificas
ou sobre um perfil descritivo, propiciando subsidios para adaptacdes necessarias (CRUZ et
al., 2010).
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4 MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Laticinios e as andlises sensoriais
no Laboratério de Andlise Sensorial, ambos da Universidade Tecnolégica Federal do
Parana, campus de Medianeira - PR. Utilizou-se na inoculacdo o0s micro-organismos
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei Streptococcus thermophilus e Bifidunbacterium
em extrato hidrossolavel de soja (10%), o prebibtico inulina (2%), (2,5% de proteina
concentrada de leite (WPC), com diferentes tipos de acglcares (sacarose e glicose), obtidos
por testes preliminares.

No preparo das formulagbes da Bebida Fermentada de Soja (BFS), foram
utilizados: extrato hidrossolivel de soja (EHS) da marca VITAO ®, aglcar refinado (UNIAO
®), proteina concentrada do soro do leite (ALIBRA®), fibra dietética inulina (CLARIANT®),
corante alimenticio artificial vermelho de carmim (Duas Rodas Industrial®). Como fermentos
lacteos foram utilizados o (LA3) composto por Lactobacillus acidophillus puro, o fermento
(SAB 440) composto por Streptococcus thermophilus com L. acidophillus e Bifidobactérias e
o fermento lacteo (BGP 93), contendo Lactobacillus casei puro. Ambas as culturas
probidticas foram adquiridas da industria (Sacco do Brasil ®). Como saborizante utilizou-se
suco de goiaba concentrado (MAGUARY®).

4.1 Tratamentos

Os tratamentos realizados estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2 Definicdo das formulagbes das bebidas de soja

Reconstitui¢céo Tipo de
Tratamentos EHS WPC acucar Inulina In6culo

Al 10% 2,5% Edulcorante 2% L. casei

A2 10% 2,5% Sacarose 2% L. casei

A3 10% 2,5% 50% ambas 2% L. casei

A4 10% 2,5% glicose 2% L. casei

A5 10% 2,5% Adocante 2% SAB

A6 10% 2,5% Sacarose 2% SAB

A7 10% 2,5% 50% ambas 2% SAB

A8 10% 2,5% glicose 2% SAB

A9 10% 2,5% Adocante 2% L. aciddphilus
Al10 10% 2,5% Sacarose 2% L. aciddphilus
All 10% 2,5% 50% ambas 2% L. acidophilus

Al2 10% 2,5% glicose 2% L. acidophilus
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Realizou-se a analise estatistica dos resultados obtidos, mediante o uso da analise
de variancia (ANOVA) e Teste de Médias (Tuckey).

4.2 Processamento das formulagfes de bebidas fermentadas de soja

Para elaboracdo das doze formulaces, foram realizadas as etapas apresentadas a
seqguir.

Os ingredientes foram pesados separadamente e 0 extrato de soja foi reconstituido e
homogeneizado em liquidificador industrial, esterilizada separadamente em autoclave a
121°C por 15 minutos e resfriadas em banho de gelo até alcancar 42 °C, para adicao do
fermento lacteo e cultura probiética.

A fermentacéo foi realizada em fermenteira industrial Brasholanda ® modelo 2 x 25,
série G, com aguecimento em banho-maria, a temperatura controlada de 41 °C, até se

alcancar o pH 4,6, utilizando bal6es volumétricos de capacidade de 6L, conforme Figura 1.

Figural FormulagBes em baldes volumétricos para fermentar.

Alcancado o ponto ideal determinado pelo pH, efetuou-se o resfriamento até,
aproximadamente, 10 °C, para interromper a atividade fermentativa das formulacgdes,

evitando formacéao de sabor acido.



25

Seguiu-se com a etapa de quebra do coagulo, adicdo do corante artificial vermelho
de carmim e do saborizante. Estes ingredientes foram padronizados para todas as
formulacoes.

A Figura 2 representa o fluxograma dos procedimentos realizados para a
elaboracdo das formulacdes, de forma simplificada.

Reconstituicio 10% extrato, 2% mulina e 2,5% proteina

N

Sem agucar Adigao de Adicao de Adicio de
15%% gacarose 7.5%6 gacarose 1594 glicoze
e
homogemzacio 7 504 dlicose
homogenizag#io homogenizag 3o homogenizagio

Resfiiamento (40°C)

Inoculacio

e 4{ Saborizacido 15% }7 Armazenamento
Incubacio

(Refrigeracio) 5°C

pH44a50

Figura2 Fluxograma de desenvolvimento das BFS.

Apoés a elaboracao, as bebidas foram acondicionadas em recipientes plasticos com
capacidade de 100 ml (Figura 3), procedendo-se a refrigeracdo. Desta forma, as amostras
foram separadas em quantidades iguais para fins de andlise fisico-quimica e estudo de

viabilidade de bactérias acido-laticas no decorrer de sua vida de prateleira de 28 dias.
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Figura3 Amostras acondicionadas para analises fisico-quimicas.

4.3 Andlises microbioldgicas

4.3.1 Andlise de coliformes a 35 e 45 °C, bolores e leveduras

De acordo com a metodologia descrita pelo International Commission on
Microbiological Specifications for Foods (ICMSF, 1978), determinou-se o ndmero mais
provavel (NMP) de coliformes a 35 °C e 45 °C, bem como a contagem de bolores e

leveduras.

4.3.2 Analise de contagem de bactérias lacticas

A contagem de bactérias lacticas das formulacdes selecionadas para as analises
sensoriais foi realizada no 1°, 7°, 14°, 21° e 28° dias de estocagem. Para a contagem dos
micro-organismos probidticos, utilizou-se a técnica de plaqueamento em profundidade com
uso do meio Man, Rogosa, Sharpe (MRS), seguido de enriquecimento com adicdo de
solucdo de maltose e crescimento em anaerobiose a 37 °C por 72 horas, segundo
preconizado por IDF (1999).

4.4 Andlises fisico-quimicas

As determinagdes de acidez em &cido latico (°Dornic) e pH foram realizadas nas
formulacdes de BFS durante etapa de fermentacdo e acompanhadas em seu periodo de
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estocagem nos tempos 7, 14, 21 e 28 dias, segundo técnica descrita pelo Instituto Adolfo
Lutz (2008).

O teor de umidade foi determinado por gravimetria a 105 °C em estufa, até a
obtencdo de peso constante e, em seguida, determinaram-se as cinzas (residuo mineral
fixo) pelo método de calcinagdo em mufla a 550 °C, segundo técnica descrita pelo Instituto
Adolfo Lutz (2008).

O teor de proteina foi determinado com conversao 6,25, pela técnica de Kjeldahl. A
concentracdo de proteina foi determinada por nitrogénio total, segundo técnica descrita pelo
Instituto Adolfo Lutz (2008).

A determinacdo de extrato etéreo foi realizada por extragdo direta com éter de
petroleo como solvente, em extrator Soxhlet, durante seis horas, de acordo com método,
segundo técnica descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

O teor de sélidos soluveis foi obtido pela analise do refratbmetro em % Brix.

A quantificacdo de minerais como Fe, Ca e Na foram obtidos por meio da analise
de espectrometria de absorcédo atdmica, o K por fotometria de chama e o P foi determinado

por colorimetria, segundo AOAC (1990).

4.5 Analise sensorial

Mediante a colaboracdo de 120 julgadores néo treinados, aplicou-se o teste de
Escala Hedbnica de nove pontos (ISO, 1987; MININ, 2006; MEILGAARD; CIVILLE; CARR,
1999), bem como a determinacédo do indice de aceitabilidade (MININ, 2006), para observar a
aceitabilidade do produto pelos consumidores potenciais. Foi utilizado o Delineamento de
Blocos Completos Casualizados — DBC (FERREIRA et al., 2000), a todas as formulacbes
envolvendo 0 mesmo micro-organismo em sessfes semanais, apos a conclusdo do
processo fermentativo e da analise microbiol6gica, comprovando a inocuidade do produto.
Elegeu-se a formulagdo com o maior indice de aceitabilidade e, finalmente, confrontaram-se
as trés melhores amostras para avaliacdo final da aceitabilidade. Desta forma,
determinou-se a formulagdo com propriedades funcionais de maior aceitabilidade.

As amostras foram servidas resfriadas a 7 °C de forma aleatéria em copos brancos
descartaveis de 50 ml, codificados com algarismos de trés digitos. Agua ficou & disposic&o
dos provadores para enxague e mastigacdo entre as amostras, visando evitar possiveis
interferéncias de gostos residuais.

Apés a andlise estatistica aplicada aos trés testes sensoriais, foram selecionadas

as trés formulagcfes mais aceitas e, assim, um quarto teste foi aplicado.
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O teste utilizado nas analises sensoriais avaliou a preferéncia nos atributos de cor,
sabor, aroma, aparéncia, aceitacdo global através de uma escala hedbnica de nove pontos
estruturados, variando de 1 = “Desgostei muitissimo” a 9 = “Gostei muitissimo” (ABNT,

1999), conforme ficha em Anexo A.

45.1 Primeiro teste sensorial

A primeira etapa de andlise sensorial visou avaliar as quatro formulacbes que
apresentavam a mesma mistura base e o mesmo inoculo (SAB), mas se diferenciava quanto

ao tipo de acucar utilizado. Desta forma determinou-se a formulagédo de maior aceitabilidade.

45.2 Segundo teste sensorial

A segunda etapa de analise sensorial visou avaliar as quatro formulagbes que
apresentavam a mesma mistura base e o mesmo in6culo (L. acidéphilus), mas se
diferenciava quanto ao tipo de acucar utilizado. Desta forma determinou-se a formulagéo de

maior aceitabilidade.

45.3 Terceiro teste sensorial

A terceira etapa de andlise sensorial visou avaliar as quatro formulacdes que
apresentavam a mesma mistura base e o mesmo inéculo (L. casei), mas se diferenciava
guanto ao tipo de acuUcar utilizado. Desta forma determinou-se a formulacdo de maior

aceitabilidade.

45.4 Quarto teste sensorial

A quarta etapa de analise sensorial visou avaliar as formulagfes que apresentavam

a melhor avaliagdo sensorial nas etapas anteriores e, com isso, determinou-se as trés

melhores formulacdes apresentando inoculos diferentes, a formulacdo de melhor
aceitabilidade.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica de Pesquisa com seres humanos

da Faculdade Assis Gurgacz, sob o Protocolo n® 164/2011, conforme Anexo B.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Andlises fisico-quimicas

5.1.1 Evolucao dos parametros de acidez e pH durante a fermentacao

A evolucdo dos resultados de acidez, durante a fermentacdo das formulacGes, é
apresentada nas figuras 4, 5 e 6, nas quais se observa que os valores da acidez final da
fermentagdo apresentaram-se dentro da faixa estabelecida para bebidas lacteas na
legislacdo brasileira, que é de 60 a 150 °D (BRASIL, 2005). O desenvolvimento do pH das
formulacdes €& demonstrado na Tabela 3, em fungdo do tempo de fermentacdo das

formulacdes, utilizando-se do Lactobacillus casei como cultura latica.

7a

50
10
30
20
10

o
[}

Acidez

Tempo ()

formulacdo Al formulacdo AZ

formulacdo A3 formulacdo Ad

Figura4 Evolucdo da acidez nas formulag@es utilizando Lactobacillus casei.

Pode-se observar que as formulacbes Al (utilizando edulcorante) e A2
(suplementada por sacarose) apresentaram menor tempo de fermentacdo,
aproximadamente 11 horas; a formulacdo A3 (suplementada 50% sacarose e 50% glicose)
necessitou tempo maior que 12 horas; a formulacéo A4 que fez o uso de glicose mais de 13
horas para o término da fermentacdo. Por se tratar de uma cultura pura, a fermentacéo
utilizando o in6culo L. casei, necessitou de maior tempo para atingir o pH ideal para leite

fermentado, conforme demonstrado na Tabela 3. Ao contrario do que afirmam Bozanic,
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Brleti¢ e Lovkovi¢ (2008), que o Lactobacillus casei utiliza a glicose como substrato de
desenvolvimento, pode-se observar que ambas as formulacbes, com e sem adicdo de
sacarose, mostraram-se eficientes quanto ao desenvolvimento do inéculo, mostrando que os

micro-organismos apresentam atividade em presenca de outros agucares.

Tabela 3 Desenvolvimento do pH das formulacées com inéculo Lactobacillus casei

Formulacbes

[Tempo (h) Al A2 A3 A4
0 6,53 6,55 6,50 6,47
02:02 6,50 6,50 6,45 6,44
03:58 6,50 6,47 6,44 6,42
06:16 6,44 6,46 6,40 6,39
08:14 5,78 6,01 6,30 6,29
10:12 4,88 4,86 5,68 6,16
11:08 4,66 4,68 5,10 5,82
11:48 4,80 5,36
12:32 4,60 4,97
13:16 4,75
13:46 4,66

Para as formulacdes que utilizaram como cultura latica o fermento misto SAB,
(composto por Streptococcus thermophilus com Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterias),
observou-se que o tempo de fermentacdo foi menor quando comparado as formulages que
utilizaram as culturas puras (Tratamentos Al, A2, A3, A4, A9, A10, All, Al2), conforme
Figura 5.

80
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20
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o
L)

Acidez

02:03 0354 0553 0e:32 06:53 07:31 10:00
Termpo (h)

formulacdo AS formulacdo AG

formulacdo A7 formulacdo AB

Figura5 Evolucao da acidez nas formulag@es utilizando in6culo SAB.

A formulagdo A5 (sem adi¢do se acucar) alcancou o pH final com menor tempo,

proximo de 6 horas, conforme a Tabela 4; as formula¢cdes A6 e A7 (100% sacarose, 50%
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sacarose e 50% glicose) apresentaram tempos de fermentacdo préximos de 7 horas; a

formulacdo A8, com o uso do acucar glicose, apresentou 0 maior tempo de fermentacéo,

aproximadamente 12 horas.

Tabela4 Desenvolvimento do pH das formulacées com inéculo SAB

Formulacbes

ITempo (h) A5 A6 A7 A8
0 6,56 6,56 6,54 6,39
02:03 6,33 6,47 6,44 6,30
03:54 5,06 6,10 6,40 6,30
05:53 4,67 4,83 6,05 6,29
06:32 4,68 4,98 6,24
06:53 4,68 6,12
07:51 5,37
10:00 4,76
12:00 4,62

A utilizagdo da cultura lactea mista favorece a elaboracdo de bebidas fermentadas,
pois, segundo Robinson (2002), a presenca do micro-organismo Streptococcus thermophilus
favorece o processo por se tratar de uma cultura iniciadora de leites fermentados e iogurtes.
Com isso, 0 processo de fermentacéo inicia-se com mais rapidez, continuando, neste caso,
com os in6culos L. acidophilus e Bifidobactérias nos quais o pH 6timo, para o inicio da
atividade do Lactobacilos é entre 5,5 a 6,0, de acordo com Gomes e Malcata (1999).

Pereira (2002), em seus estudos com culturas tradicionais e probidticas, observou
gue o tipo de cultura interfere significativamente no tempo de fermentacéo.

O crescimento de bifidobactérias ndo estd limitado quer pela influéncia de
monossacarido baixa concentracdo (por exemplo, arabinose e glicose) ou por elevadas
concentracdes de oligossacrideos (por exemplo, rafionse e estaquiose) (TSANGALIS;
SHAH, 2004). Durante o processo de fermentagéo, principalmente as bifidobactérias utilizam
a sacarose e estaquiose, mas em quantidades consideravelmente mais baixas, enquanto o
uso de frutose e raffionse é negligenciavel (KWON et al., 2002). A composi¢éo de agucar no
leite de soja é exatamente a mesma: teor de sacarose é o0 mais elevado (41-67% de
acucares totais), seguido por estaquiose (cerca 12-35% de acgucares totais), enquanto
frutose e rafionse sdo representados em menores quantidades (cerca 5-16% de acUcares
totais) (USDA, 2012). Por este fato, justifica-se a fermentagdo por memor tempo, tendo um
crescimento por simbiose.

De acordo com a Figura 6, dentre as formulacées que utilizaram a cultura latica
pura de Lactobacillus acidophilus, observou-se que as formulacdes A9, A10 e All

apresentaram o mesmo tempo de fermentacao.
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Figura6 Evolugao da acidez nas formulagdes utilizando Lactobacillus acidophilus.

A formulagédo A12, com o uso do acgucar glicose, alcancou o pH ideal somente a
partir de 14 horas (Tabela 5). Por se tratar de uma cultura pura cujo pH 6timo de
fermentagdo do L. acidofilos é entre 55 e 6,0 e a bebida encontra-se no inicio da
fermentagdo, com pH 6,45 em média, 0 micro-organismo demora a iniciar a atividade
microbiana. Embora tenham sido as formula¢fes que utilizaram mais tempo para fermentar,
comparados as demais formula¢gdes com outros inéculos, de acordo com Bozani¢, Brleti¢ e

Lovkovi¢ (2008), permaneceram na média de 12 a 17 horas de fermentacao.

Tabela5 Desenvolvimento do pH das formulagdes com indculo Lactobacillus acidophilus

Formulacbes

[Tempo (h) A9 Al10 All Al2

0 6,52 6,52 6,45 6,45
02:03 6,43 6,40 6,35 6,38
03:54 6,43 6,40 6,35 6,30
05:53 6,40 6,30 6,27 6,16
06:32 6,19 5,73 5,80 5,90
06:53 5,33 5,07 511 5,55
07:51 4,74 4,70 4,67 5,21
10:00 4,41 4,52 4,50 4,94
12:00 4,78
4,51

5.1.2 Evolucdo dos pardmetros de acidez e pH durante a estocagem do produto

final

A evolugdo dos parametros de acidez e pH, durante o periodo de armazenamento,

a 6 °C, dos doze tratamentos sdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 Valores referentes a acidez e pH durante a estocagem de 28 dias

Tempo (dias)

Tratamento inicio 7 14 21 28
Acidez pH Acidez pH Acidez pH Acidez pH Acidez pH

Al 61 4,66 70 4,52 74 4,49 78 4,43 82 4,39
A2 66 4,68 69 4,61 75 4,55 79 4,48 81 4,36
A3 64 4,60 68 4,54 77 4,48 82 4,41 84 4,31
A4 62 4,66 64 4,60 71 4,53 76 4,46 82 4,39
A5 66 4,67 73 4,61 78 4,54 81 4,48 83 4,42
A6 62 4,68 67 4,62 73 4,56 78 4,51 83 4,46
A7 60 4,68 66 4,59 73 4,54 78 4,48 83 4,41
A8 67 4,62 73 4,55 77 4,49 80 4,43 84 4,37
A9 69 4,67 73 4,61 76 4,52 80 4,47 82 4,41
A10 68 4,69 73 4,60 76 4,52 79 4,48 81 4,44
All 66 4,65 73 4,58 78 4,53 81 4,49 84 4,42
Al12 64 4,68 68 4,57 75 4,48 79 4,42 85 4,37

Nota: *Os valores apresentaram a média de 3 determinagdes.

Observou-se que, no periodo de armazenamento, os valores de pH para todos os
tratamentos apresentaram-se em declinio e abaixo de 4,5, valor desejavel para a prevencgéo
do crescimento de contaminantes patogénicos (MICANEL; HAYNES; PLAYNE, 1997) e
também do ponto de vista sensorial, pois garante ao produto final um sabor suave
(PEREIRA, 2002).

Como se pode observar na Tabela 6, no final de vinte e oito dias de estocagem 0s
valores de acidez (°Dornic) e pH dos doze tratamentos ficaram préximos do minimo
estabelecido pela Instrucdo Normativa n°® 5, de 13 de novembro de 2000 (BRASIL, 2000),
para leite cultivado ou fermentado que é de 60 °Dornic.

Os valores de pH obtidos neste estudo no inicio da estocagem, assemelham-se aos
resultados das formulacdes das bebidas fermentadas a base de soja, desenvolvido por
Kopper (2009), embora os valores de acidez tenham sido mais baixos do que aqueles

obtidos pelos autores citados.

5.1.3 Resultado da analise fisico-quimica das bebidas fermentadas saborizadas

obtidas dos tratamentos.

A Tabela 7 apresenta os resultados referentes as determinacgfes fisico-quimicas
das formulagBes. Todos os tratamentos apresentaram resultados satisfatérios para

composic¢ao fisico-quimica.
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Tabela 7 Andlises fisico-quimicas das formulagdes

Determinagdes em % do produto

Carb

Formul oidr

acdes Umidade Cinzas pH Acidez  Proteinas atos Gordura EST
Al 86,322 0,63° 4,65 64,67" 513 6,5° 0,61° 13,67°
A2 75,90° 0,54° 4,61° 61,67° 516° 18° 0,56° 24,12
A3 75,30° 0,55° 4,59° 67° 521° 18 0,59° 25,03%
A4 75,48° 0,53¢ 4,66° 64,67° 512° 18 0,58° 24,51°
A5 86,722 0,63° 4,65° 61,33° 516° 6,5° 0,55 13,27°
A6 75,80° 0,52° 4,64° 62° 5,06° 18° 0,55° 24,19°
A7 75,34° 0,52¢ 4,62° 64,33" 515° 18° 0,64° 24,66°
A8 77,33° 0,54¢ 4,64° 64,67" 519° 18° 0,63° 22,66°
A09 87,042 0,68° 4,61° 65,67° 512° 6,5° 0,62° 12,96°
A10 77,62° 0,57° 4,64° 61,67° 507° 18 0,55° 22,38°
All 76,19° 0,57° 4,62° 66° 526 18° 0,63% 23,8°
Al2 77,15° 0,58° 4,63 64,67" 5,09° 18% 0,6° 22,85°
ANOVA
(p-valor) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Nota: Valores obtidos por diferenca (Médias e desvio padrdo das determinacdes realizadas em
triplicata).

Observou-se que houve diferenca significativa (p< 0,05) nos valores de umidade,
carboidratos e sdlidos totais, devido a substituicdo do acucar pelo adocante nas formulacdes
Al, A5 e A9, consequentemente favorecendo uma diminuicdo da participacdo dos solidos
totais e um aumento em seus teores de umidade, variando de 75,30% a 87,04%. Na mesma
propor¢ao influenciou no teor de carboidratos do produto, assim como a representagédo de
minerais na andlise de cinzas. Para a analise de carboidrato, o resultado variou de 6,5%
(A1, A5 e A9) a 18% (demais tratamentos. Isso se justificou pela substituicdo do agucar
nestas formulagdes por adogante, obtendo assim um valor reduzido de carboidrato.

Nos valores de pH e acidez, os resultados diferenciados entre os tratamentos
justificam-se em fungdo do desenvolvimento dos inoculos, em que se utilizou, além de
culturas diferentes, acucares diferentes. As mensuracdes da acidez foram realizadas nos
mesmos instantes, mas o desenvolvimento da mesma cultura nas bebidas de mistura base
diferente, podem adotar caminhos de desenvolvimento também diferentes. Na analise de
pH, os valores iniciais obtidos referem-se ao ponto ideal do término do processo de
fermentacgdo (proximo de 4,6).

De acordo com Brandao (1995), o valor do pH é importante pois, o iogurte ou
bebidas com baixa acidez (pH >4,6) favorecem a separacdo do soro, em que o gel ndo foi
suficientemente formado; por outro lado, em pH <4,0, ha contracdo do coagulo, devido a
reducdo da hidratacdo das proteinas e isso leva ao dessoramento. Porém, esse fendmeno
néo foi observado em nenhuma das formulag¢des produzidas.

Para a analise de proteina, os valores obtidos nas formulac6es variaram de 5,02%

a 5,18%, demonstrando ser bebida com elevado teor proteico, quando comparado as
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demais bebidas no mercado. Umbelino e Rossi (2001) relata que as bebidas a base de EHS
disponiveis no mercado fornecem uma quantidade de proteina de soja baixa, entre 0,6 e
1,4%. De acordo com as pesquisas elaboradas por Thamer e Penna (2006), no
desenvolvimento de uma bebida fermentada simbiética de base lactea, o teor proteico variou
entre 1,93 a 2,46%. O valor elevado de proteina se deve ao acréscimo de proteina
concentrada do soro do leite (WPC) as formulacdes, além da proteina existente na soja.
Essa suplementacéo justifica-se para suprir a bebida com aminoacidos essenciais de alto
valor biolégico.

Segundo a legislacdo brasileira, para o produto ser legalmente incluido na
classificacdo de bebida lactea fermentada é necessario atingir um minimo de 1,2 g de
proteina/100 g de produto, valor ultrapassado nas bebidas elaboradas (BRASIL, 2004).

5.1.4 Andlise de minerais das BFS

Devido a soja ser um gréo rico em minerais, assim como a suplementacdo desta
bebida com concentrado proteico de concentragdo 81%, originarios do soro de leite, que
também é uma excelente fonte de minerais, fez-se interessante quantificar a sua presenca,
a fim de avalia-los como fonte para suprir as necessidades diarias. A Tabela 8 contém os

dados referentes as andlises fisico-quimicas das formulagdes.

Tabela 8 Determinacdo de minerais das BFS elaboradas

Minerais (mg/1009)

Tratamentos Fosforo Potassio Caélcio Ferro Saédio
Al 338,332 629,33¢ 86,67 1,55° 262,33¢
A2 336,33% 652° 85° 1,542 268°
A3 336,67% 642,33" 86,33¢ 1,562 270°
A4 339,332 634,33° g7° 1,54° 269°
A5 333,33" 628,67 88,67° 1,52° 279,672
A6 333,67" 636,67° 90° 1,502 282°
A7 341,33° 635,67° 96,33% 1,44° 266,67°
A8 330,67" 633,67° 92,67" 1,43° 275,67°
A9 321,67° 632,33° 90,33° 1,48° 277,33
A10 325° 636,67° 90° 1,49° 279,33%
All 323,67° 634,67° 93,33" 1,43° 264°
Al2 333,33" 633,33° 93,33" 1,45° 267°
ANOVA

(p-valor) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Nota: Médias e desvio padrdo das determinacdes realizadas em ftriplicata (Formula¢des Tabela 2).
Letras iguais na mesma coluna ndo apresentaram diferenca estatistica, ao nivel de 5%, pelo
teste de Tuckey.
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De acordo com os valores obtidos dos minerais, para as analises de fésforo,
potassio, calcio, ferro e sodio apresentaram-se com diferenca significativa (p<0,01). Este
fato pode ser justificado devido a variacdo existente de minerais entre 0S Ssucos
concentrados de goiaba por marcas ou lotes diferentes, conforme demonstrado no trabalho
realizado por Souza et al. (2004).

Na andlise do fosforo, obtiveram-se valores que variaram de 321,67 mg a
341,33 mg para cada 100 gr de amostra que, comparado ao leite bovino que possui
119 mg/100 gr, demonstrando ser uma excelente fonte desse mineral (PARK et al., 2007).

Considerando-se o teor de calcio, os valores obtidos de 85 mg a 93 mg mostram-se
abaixo do leite bovino que é de 122 mg (PARK et al., 2007). Esse valor justifica-se pela
deficiéncia no teor de célcio em produtos a base de soja, sendo necessario o0
enriquecimento com este componente (CASE et al., 2005).

Quanto a andlise de ferro, todas as formulacdes apresentaram valores entre
1,44 mg e 1,56 mg, quando comparado a o leite bovino que possui 0,08 mg (PARK et al.,
2007), mostraram ser eficiente quanto a sua disponibilidade.

Para o teor de sddio, as bebidas elaboradas apresentaram valores considerados
altos, entre 264 mg e 282 mg, quando comparados ao leite fermentado (33 mg) e leite
bovino, que possui 64 mg, segundo a Tabela Brasileira de Composicéo de Alimentos (LIMA
et al., 2006). Estes teores correspondem a, aproximadamente, 10% da recomendagéao diaria
para sodio (2,3 g), segundo Mahan e Escott-Stump (2010), o que indica precau¢éo quanto a
ingestdo por hipertensos. Essa variacdo justifica-se pela adicdo do concentrado proteico
(WPC) que possui um teor de mineral oriundo do soro de leite. Além desta, outra fonte
também consideravel de sédio é a polpa utilizada, sabor goiaba, cujos valores variam de
16,5 g a 28,5 g para cada 100 g de amostra (SOUZA et al., 2004).

Com referéncia aos teores de minerais, todas as formula¢gdes, quando comparadas
com o leite de vaca, mostraram-se fontes adequadas, apresentando valores como, por
exemplo, para célcio, equivalente a 10% da recomendacdo de ingestdo diaria recomendada
(IDR), de 800 mg para adultos e criangas na faixa etaria de 7-10 anos e 7% da
recomendacdo para gestantes e lactentes (1200 mg), segundo a Portaria n © 33, de 13 de
janeiro de 1998, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2012b).

Na andlise de potassio as formulagbes apresentaram valores entre 629 mg e
652 mg, mostrando-se excelentes fontes deste mineral, quando comparadas ao leite bovino
que apresenta 152 mg. O teor de potassio apresentou-se acima de 628 mg em todas as
formulacdes, Segundo Mahan e Escott-Stump (2010), a recomendacéo diaria deste mineral
€ de 4700 mg, o que significa que as quantidades detectadas nas formulacdes

correspondem a, aproximadamente, 13,36% da ingestao diaria, considerando-se que este
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nutriente € importante, em adicdo ao célcio, na regulacdo da atividade neuromuscular
(MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2010).

5.2 Andélise microbiolégica

5.2.1 Analises microbiolégicas das bebidas fermentadas de Soja

Os resultados obtidos nas andlises microbiol6gicas para as bebidas elaboradas sédo
apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 Analises microbiolégicas das bebidas fermentadas

Micro-organismos

~ Coliformes/ g Bolores e Leveduras
Formulagoes UFCl/g Salmonella sp / 25¢g UFCl/g
10 ausente
Al <3,0 Ausente <10
A2 <3,0 Ausente <10
A3 <3,0 Ausente <10
A4 <3,0 Ausente <10
A5 <3,0 Ausente <10
A6 <3,0 Ausente <10
A7 <3,0 Ausente <10
A8 <3,0 Ausente <10
A9 <3,0 Ausente <10
Al10 <3,0 ausente <10
All <3,0 Ausente <10
Al2 <3,0 Ausente <10
Legislacdo 10 Ausente 10° UFClg

O resultado da analise microbiolégica realizada nas bebidas fermentadas e
apresentadas na Tabela 9 mostra que estas se encontram dentro dos limites preconizados
pela legislacdo, segundo a Resolucdo n° 12 de 2 de janeiro de 2002 (BRASIL, 2012),
assegurando a inocuidade das amostras avaliadas pelos provadores nas analises

sensoriais.

5.2.2 Contagem de micro-organismos probiéticos

O ndmero minimo de cultura especifica, recomendado para bebidas lacteas
fermentadas, é de 1,0 x 10° células viaveis/mL, no momento do consumo (OSTLIE;
HELLAND; NARVHUS, 2003). De acordo com Badaro et al. (2008), a maioria dos produtos
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lacteos fermentados devem apresentar-se na faixa de até 10° UFC/mL, para a obtencdo de
um efeito favoravel na composi¢éo da microbiota intestinal.

A contagem do numero de células viaveis dos micro-organismos probidticos
lactobacilos variaram de 14,12 LOG UFC/ml para o primeiro dia a 11,133 LOG UFC/ml, no
decorrer dos 28 dias de armazenamento sob temperatura de 5,5°C. As placas para a
contagem das coldnias dos lactobacilos apresentaram semelhancas, sendo representadas
por uma delas na Figura 7.

Figura 7 Foto de uma placa com a cultura Lactobacillus.

A andlise de contagem das bactérias acido-laticas nas formulac¢des utilizando o
in6culo Lactobacillus casei, revelou resultados satisfatérios, conforme demonstrado na
Tabela 10.
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Tabela 10 Contagem microbiologica de |. acidophilus durante o periodo de 0, 7, 14, 21 e

28 dias
Concentracéo (LOG UFC/ ml)
Tempo (dias)
Tratamentos
0 7 14 21 28
Média Média Média Média  Média
Al 6,33E+12%" 8,03E+12% 4,07E+13°  6,13E+12° 6,93E+11%
A2 2,03E+13*° 7,97E+12% 5,13E+12%  4,13E+12° 1,77E+12°
A3 1,03E+13% 1,47E+13° 2, 70E+13%  7,20E+12% 1,83E+12°
A4 2,20E+13" 9,03E+12%° 1,83E+13%°  523E+12° 1,30E+12"
AS 8,93E+12%° 8,23E+12° 6,80E+12°  2,07E+12° 8,07E+11%
A6 8,13E+13° 7,90E+12° 5,90E+12°  9,13E+11%° 4,27E+112
A7 3,20E+13% 9,03E+12%° 6,90E+12°  3,80E+12° 7,87E+11%
A8 2,00E+12% 9,40E+11° 8,60E+11*  5,93E+11% 1,33E+11°
A9 1,20E+14" 8,30E+13¢ 3,93E+13°  6,43E+12" 6,40E+11%
Al0 4,00E+13% 6,30E+12%° 3,33E+12°  6,00E+112 2,03E+112
All 4,93E+13¢ 6,27E+12% 2,00E+12°  4,20E+11* 8,40E+10?
Al2 3,43E+13% 7,33E+12% 3,13E+12°  3,97E+11* 7,13E+10?
ANOVA
(p-valor) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Na bebida fermentada pelo micro-organismo Lactobacillus casei, no decorrer de
seu armazenamento, observa-se que a contagem de células viaveis no tempo 0 a 14 dias
aumenta e, em seguida inicia a diminuicdo de sua contagem. ISso ocorreu porque durante
os primeiros dias de armazenamento (14 dias) os micro-organismos ainda estavam em
atividade, mas em um menor ritmo se comparado ao tempo de fermentagcéo na fermenteira.
Ao término do armazenamento (28 dias), constatou-se que as formulacdes variaram no
namero de células viaveis entre 10* e 10', demonstrando uma alta viabilidade por ser
probidtico.

Para a fermentacéo das bebidas utilizando o inéculo SAB, obtiveram-se contagens
de bactérias laticas superiores a 1 x 10 ao final do armazenamento. O mesmo resultado
pode ser observado para as demais formulagbes que utilizaram outros tipos de culturas
lacteas.

Para as fermentacdes utilizando o inéculo Lactobacillus acidophilus, observou-se
gue a contagem de bactérias acido-laticas no tempo 0 dia em uma das formulacbes
apresentou-se superior a 10'. Mas no decorrer do armazenamento, ao tempo de 28 dias, o
namero de bactérias 4cido-laticas apresentava-se na base 10,

Comparado a contagem de bactérias acidolaticas com as demais formulacdes que
utilizaram fermentos lacteos diferentes, observou-se que estas formula¢cdes apresentaram
menor contagem no periodo de 28 dias, mas permanecem sendo viaveis a caracteristica de

ser probidtico.
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53 Analise sensorial

Para determinar o status afetivo de um produto, ou seja, o quanto este € apreciado
pelos consumidores, € recomendado o teste de aceitagdo (MEILGAARD; CIVILLE; CARR,
1999). Os resultados de aceitacdo obtidos nesta pesquisa sdo apresentados nas
Tabelas 11, 12, 13 e 14.

Na Tabela 11 sédo apresentadas as médias e desvio padrao para as formulacdes
inoculadas com Lactobacillus casei.

Tabela 11 Escore médio e desvio padrdo obtidos pelo teste de escala hedbnica para as
formulacdes com Lactobacillus casei

Atributos/ *Média dos atributos

Amostras Al A2 A3 A4
Cor 6,50+2,13% 7,34+1,45° 6,77+1,91% 7,09+2,05%
Aroma 5,55+1,87° 7,54+1,16° 6,71+1,71% 6,44+2,12%
Sabor de soja 5,41+2,07% 6,81+1,59" 5,92+1,99% 5,67+2,29°
Sabor de goiaba 5,82+2,12% 6,56+2,12" 6,09+2,13% 5,04+2,37°
Consisténcia 6,17+2,03" 6,96+1,66° 5,58+2,10% 5,10+2,36%
Dogura 5,72+2,25% 7,17+1,69° 6,25+2,30° 5,36+2,31%
Impress&o global 5,82+1,52° 7,23+1,36° 5,29+1,40% 5,15+1,63%

Notas: * a, b, ¢ = médias na mesma linha, seguidas por letras diferentes, apresentaram diferenca
significativa entre si.

** Al - adicdo de edulcorante; A2 - 100% de sacarose; A3 - 50% de glicose e 50% de
sacarose; A4 - 100% glicose.

O Tratamento A2, com 100% sacarose, apresentou o melhor resultado para todos
os atributos avaliados, situando-se na categoria “gostei regularmente”, embora as demais
amostras se classificassem entre a categoria “gostei ligeiramente” e “gostei regularmente”,
denotando que a fermentacdo com 100% de sacarose tenha apresentado uma repercussao
sensorial positiva, quando comparado com os demais carboidratos.

O Tratamento A4 apresentou a avaliagdo na categoria “indiferente” para os
atributos de sabor de goiaba, consisténcia, dogura e impresséo global, sendo adicionada de
100% de glicose, apresentando repercussédo sensorial ndo favoravel.

As amostras apresentaram-se em categorias de respostas representadas por
‘gostei ligeiramente” e “gostei regularmente”. A ANOVA apresentou diferenca entre as

médias das avalia¢ges (p<0.01).
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Observou-se que o Tratamento A2 apresentou maior intensidade para os atributos
avaliados, enquanto que o Tratamento Al apresentou menor intensidade para as
caracteristicas avaliadas.

Na Tabela 12 sdo apresentadas as médias e o desvio padréo para as formulacdes
inoculadas com SAB.

Tabela 12 Escore médio e desvio padrdo obtidos pelo teste de escala hedbnica para as
formulacbes com Streptococcus thermophilus com L. acidophillus e
Bifidobactérias (SAB)

Atributos/ *Média dos atributos

Amostras A5 A6 A7 A8
Aroma 5,14+2,02° 6,62+1,66° 6,09+1,91° 5,95+2,13%
Sabor de soja 5,23+2,09° 6,57+1,80° 5,77+2,18% 5,79+2,16°
Sabor de goiaba 5,99+2,05% 6,65+2,01" 6,20+2,04% 5,06+2,44°
Cor 6,42+2,15° 7,27+1,46° 6,69+1,87% 6,91+2,06
Consisténcia 6,18+1,91° 7,07+1,58° 6,02+2,11%° 5.56+2,42°
Docura 5,66+2,39° 7,03+1,76° 5,95+2,35% 4,95+2 28°
Impresséo global 5,56+1,48° 6,94+1,38° 5,13+1,51° 4,72+1,77°

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

A5 - adicdo de edulcorante; A6 - 100% de sacarose; A7 - 50% de glicose e 50% de sacarose;
A8 - 100% glicose.

Para os atributos de cor, aroma, sabor de soja, sabor de goiaba, consisténcia,
docgura e impresséo global, o Tratamento A6 (com 100% sacarose) apresentou os melhores
resultados, sendo todos na categoria “gostei regularmente”.

O Tratamento A5 apresentou a avaliagdo na categoria “indiferente” para os
atributos de sabor de soja e aroma, apresentando repercussao sensorial ndo favoravel, pois
ndo foi adicionada de carboidrato.

As demais amostras apresentaram-se em categorias de respostas representadas
por “gostei ligeiramente” e “gostei regularmente”. ANOVA revelou diferenga entre as médias

das avaliacdes (p<0.01).
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Tabela 13 Escore médio e desvio padréo obtidos pelo teste de escala hedbnica para as
formulacdes com Lactobacillus acidéfilos

Atributos/ *Média dos atributos

Amostras A9 A10 All A12
Cor 6,96+1,51°  6,99+1,38°  6,76+1,60"°  6,57+1,72°
Aroma 5,74+1,79°  6,63+1,60°  5,45+1,92° 5,90+1,93°
Sabor de soja 5,54+1,90°  6,60+1,58°  4,89+1,94° 5,28+1,97*
Sabor de goiaba 6,01+1,80°  6,67+1,67°  5,55+1,82° 5,00+2,03"
Docura 5,99+1,99°  6,64+1,75°  4,89+2,09" 5,97+2,04%
Consisténcia 6,55+1,71°°  6,92+1,64% 6,63+1,84°% 6,05+2,37°
Impress&o global 6,24+1,71° 6,73+1,53° 5,41+1,83" 6,13+1,96°

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

A9 - adicdo de edulcorante; A10 - 100% de sacarose; All - 50% de glicose e 50% de
sacarose; A12 - 100%glicose.

Para o atributo cor, o Tratamento A10 (com 100% sacarose) apresentou o melhor
resultado, situando-se na categoria “gostei regularmente”, embora as demais amostras se
classificassem também nesta categoria.

Nos demais atributos como aroma, sabor de soja, sabor de goiaba, consisténcia,
docura e impressédo global, o Tratamento A10 também apresentou os melhores resultados
sendo todos na categoria “gostei regularmente”, denotando que a fermentacdo com 100%
de sacarose tenha apresentado uma repercussédo sensorial positiva, quando comparado
com os demais carboidratos.

O Tratamento Al2 apresentou a avaliagdo na categoria “indiferente” para os
atributos de sabor de goiaba, sabor de soja, sendo adicionada de glicose, apresentando
repercussdo sensorial ndo favoravel para estes atributos. O Tratamento A1l (com 50% de
glicose e 50% de sacarose) apresentou-se na categoria “indiferente” para o atributo sabor
de soja, denotando que este carboidrato nao influenciou positivamente o sabor acentuado
da soja.

As amostras apresentaram-se em categorias de respostas representadas por
“gostei ligeiramente” e “gostei regularmente”, porém a ANOVA revelou uma diferenca na
média das avaliagdes (p<0.01).

Observou-se que o Tratamento A10, apresentou maior intensidade para o0s
atributos avaliados, enquanto que o Tratamento A9 apresentou menor intensidade para as
caracteristicas avaliadas.

Na Tabela 14 apresentam-se o0s resultados da avaliagdo sensorial das trés
amostras com os melhores resultados nas sessfes de testes sensoriais, considerando-se as
formulagbes para cada um dos micro-organismos, como o0 Lactobacilo aciddfilo,
Streptococcus thermophilus com L. acidophillus e Bifidobactérias (SAB) e Lactobacillus

casei.



43

Tabela 14 Escore médio e desvio padrao obtidos pelo teste de escala hedénica de 9 pontos
para as trés melhores formulactes

Atributos/ *Média dos atributos

Amostras Al10 A6 A2
Cor 6,99+1,31% 6,72+1,34° 7,50+1,26°
Aroma 6,18+1,37¢ 5,18J_rl,38b 7,20+1,41°
Sabor soja 6,21+1,30° 5,41+1,34° 7,11+1,34°
Sabor goiaba 6,57+1,19% 5,97+1,36" 7,28+1,22°
Consisténcia 6,77+1,25% 5,26’;1,64b 7,40+1,18°
Dogura 6,50+1,35% 5,60+1,64" 7,17+1,41°
Impresséo global 6,47+1,37° 5,54+1,44° 7,25+1,31°

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

A10 - fermentacdo com Lactobacillus acidophilus e 100% sacarose; A6 - fermentacdo com
SAB e 100%sacarose; A2 - fermentacdo com Lactobacillus casei e 100% sacarose.

A cor é um dos principais atributos sensoriais e esta associada a muitos aspectos
da vida humana, interferindo em decisdes, incluindo as que envolvem os alimentos
(CLYDESDALE, 1994). A primeira impressdo 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 (BOBBIO; BOBBIO, 1992; OFOSU et al.,, 2010;
DUTCOSKY, 2007).

Segundo Bezerra (2010), a aparéncia exerce maior influéncia na hora da aquisi¢éo
do produto pelo consumidor e gera interferéncia sobre a qualidade do produto. A coloragéo
dos alimentos exerce um fator marcante dado a sua atratividade ou ndo, determinando
aceitacéo, indiferenca ou rejeicdo do produto.

Observou-se que a formulacdo do Tratamento A2, com Lactobacillus casei e 100%
de sacarose, apresentou resultado na categoria “gostei muito” para o atributo cor.

Segundo Delwiche (2004), o olfato, juntamente com o sabor tem um enorme
impacto sobre a atitude do consumidor, interferindo em relacédo ao alimento ser preferido ou
ndo, aprovado, aceito ou rejeitado.

Para o atributo aroma, o Tratamento A2 apresentou-se na categoria “gostei
regularmente”, e o Tratamento A6 (com SAB e 100% sacarose) inseriu-se na categoria
“Indiferente”, sendo que o Tratamento A10 (com Lactobacillus acidophilus e 100% sacarose)
apresentou-se na categoria “gostei ligeiramente”.

A sensacdo de sabor é culturalmente estabelecida, cada povo tem uma
alimentacéo e preferéncia alimentar caracteristica. Portanto, ndo € sé o valor nutricional que
se avalia em um alimento (BRITO; CAMARA: BOLINI, 2007), sendo também este atributo de

importante avaliagdo sensorial.
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O atributo sabor de soja obteve a melhor pontuagao “gostei regularmente”, para o
Tratamento A2, sendo que o Tratamento Al0 apresentou-se na categoria “gostei
ligeiramente” e o Tratamento A6 inseriu-se na categoria “Indiferente”.

Considerando-se o atributo sabor de goiaba, observou-se que os Tratamentos A10
e A2 apresentaram-se na categoria “gostei regularmente” e o Tratamento A6 apresentou-se
na categoria “gostei ligeiramente”, o que denota que o saborizante de goiaba mascarou
satisfatoriamente o gosto residual da soja.

Para o atributo de consisténcia, os Tratamentos A10 e A2 inseriram-se nas
categorias “gostei regularmente” e “gostei muito”, respectivamente.

Considerando-se o atributo de dogura, os Tratamento A10 e A2 apresentaram-se
na categoria “gostei regularmente”, enquanto o Tratamento A6 inseriu-se na categoria
“gostei ligeiramente”.

Para o atributo de impressao global, o Tratamento A2 apresentou-se na categoria
“gostei regularmente”, o Tratamento A10 apresentou-se na categoria “gostei ligeiramente” e
o Tratamento A6 apresentou-se na categoria “Indiferente”.

Todas as amostras apresentaram diferencga significativa para todos os atributos a
5% de significancia. Observou-se que o Tratamento A2, com Lactobacillus casei e 100%

sacarose, apresentou o melhor resultado para todos os atributos.

5.3.1 Andlise de componentes principais para as trés melhores formulacfes

Observa-se na Figura 8 que primeiro fator explica 98,63% da variacéo total dos
dados, neste fator todos obtiveram carga fatorial forte e na mesma direcdo, apontando que
todos os atributos se correlacionaram fortemente entre si, tendo seus comportamentos
explicados por apenas uma dimensao.

Dada a pouca variabilidade explicada pelo segundo fator, a correlacdo inversa
evidenciada pelos os atributos cor e consisténcia tem pouca importancia, dada a sua baixa

contribuicdo de explicacdo para variabilidade total.
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Figura8 Analise de componentes principais (ACP) das trés amostras com melhor
aceitacao.

Na Figura 9, observa-se que o Tratamento A2 apresentou maior intensidade para
todos os atributos avaliados, enquanto que o Tratamento A6 apresentou uma correlacéo

inversa, ou seja, menor intensidade para as caracteristicas avaliadas.
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Figura9 Biplot para andlise de componentes principais (ACP) das trés amostras de
bebida fermentada simbidtica e seus atributos.

O Tratamento A10 apresentou comportamento mediando entre as demais amostras

para as intensidades dos atributos avaliados de forma geral. Percebe-se que esta amostra

recebeu destaque no segundo fator. E nela que ocorre a peculiaridade referente ao

comportamento dos atributos cor e consisténcia (correlagdo inversa).

Constatou-se que a formulacéo contendo o Lactobacillus casei e 100% de sacarose

apresentou os melhores resultados para todos os atributos sensoriais avaliados.
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5.3.2 Anadlise dos dados referentes a escala de atitude quanto ao consumo da
bebida fermentada de soja simbidtica

Na Figura 10 sao visualizados os resultados relacionados a atitude de consumo da
bebida fermentada de soja simbiética, considerando-se as trés melhores formulacdes. As
categorias de consumo referem-se a: 9 — “eu beberia isto, em cada oportunidade que
tivesse”; 8 — “eu beberia isto, muito frequentemente”; 7 — “eu beberia isto, frequentemente”;
6 — “eu beberia isto, agora e depois”; 5 — “eu beberia isto, se possivel, mas ndo sairia da
minha rotina”; 4 — “eu ndo gosto, mas se fosse preciso, beberia”; 3 — “eu beberia isto,
raramente”; 2 — “eu beberia isto, se néo tivesse outra escolha”; 1 — “eu beberia isto, se fosse
forcado”.
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Figura 10 Dados referentes a escala de atitude de consumo.

O Tratamento A2, formulacdo com Lactobacillus casei e 100% de sacarose,
apresentou 98 respostas entre as categorias “eu beberia isto, em cada oportunidade que
tivesse” e “eu beberia isto, agora e depois”, e 14 respostas entre as categorias “eu beberia
isto, se possivel, mas nao sairia da minha rotina” e “eu nao gosto, mas se fosse preciso,
beberia”, denotando uma atitude de consumo deste produto muito positiva.

O Tratamento A6, formulacdo com SAB e 100% sacarose, apresentou 44 respostas

entre as categorias “eu beberia isto, muito frequentemente”, “eu beberia isto,
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frequentemente” e “eu beberia isto, agora e depois”, e apontou 48 respostas entre as
categorias “eu beberia isto, se possivel, mas nao sairia da minha rotina” e “eu nao gosto,
mas se fosse preciso, beberia”, e, finalmente, 20 respostas entre as categorias “eu beberia
isto, raramente”, “eu beberia isto, se ndo tivesse outra escolha” e “eu beberia isto, se fosse
forgado”.

O Tratamento A10, formulacdo com Lactobacillus acidéfilos e 100% sacarose,
apresentou 52 respostas entre as categorias “eu beberia isto, muito frequentemente”, “eu
beberia isto, frequentemente” e “eu beberia isto, agora e depois”, e 48 respostas entre as
categorias “eu beberia isto, se possivel, mas nao sairia da minha rotina” e “eu n&o gosto,
mas se fosse preciso, beberia”, e 12 respostas entre as categorias “eu beberia isto,
raramente”; “eu beberia isto, se ndo tivesse outra escolha”; e “eu beberia isto, se fosse
forcado”.

Na Figura 11 visualiza-se os dados referentes ao indice de aceitabilidade (IA) das
trés amostras que apresentaram as melhores médias, apds as sessdes de avaliacéo

sensorial quanto ao atributo cor.
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Indice de Aceitabilidade
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W Lactobacillus acidofilos(183) m SAB(590) Lactobacillus casei (212)

Figura 11 indice de aceitabilidade dos atributos das amostras.

Observou-se que os Tratamento A10 (Lactobacillus acidofilos) e A2 (Lactobacillus
casei) apresentaram acima de 70% de aceitabilidade para todos os atributos, sendo que o
Tratamento A2 apontou os maiores indices. Segundo Dutcosky (2007), Teixeira (1987) e
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Minin (2006), o IA acima de 70% indica que o produto sera bem aceito no mercado
consumidor.

Uma adequada aplicagdo da metodologia sensorial permite a obtencdo de
resultados significativos sobre o alimento desenvolvido, de forma prévia, quanto a sua
aceitabilidade no mercado consumidor (CRUZ et al., 2010).

Diante dos resultados apresentados através da aplicacdo dos métodos estatisticos
como a ANOVA, e ACP, observou-se que o Tratamento A2 (fermentagcdo com (Lactobacillus
casei) apresentou o melhor comportamento sensorial, indicando que esta formulacdo sera
bem aceita no mercado consumidor. A formulacdo utilizando como in6culo o L. casei, com o
uso da sacarose como substrato de desenvolvimento, apresentou melhor repercusséo
sensorial, pois a sacarose possui um maior poder de dogura comparado a glicose e ndo um
gosto residual de “remédio” como o adogante, conforme relatado por alguns provadores. O
micro-organismo L. casei possui caracteristica de fermentar, mas em ambitos sensoriais ele

colabora por nado tornar o gosto do produto tdo acido como os demais inéculos.
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6 CONCLUSAO

A contagem total de probi6ticos nas doze formulagfes, apds 28 dias de estocagem,
atendeu aos requisitos descritos na literatura, bem como os da legislacdo brasileira para
bebidas lacteas, que preconizam que todos os micro-organismos produtores da fermentagéo
latica devem ser viaveis e presentes no produto em quantidades minimas de 7 log UFC/mL.

Observou-se que as bactérias do género Lactobacillus desenvolvem-se muito
satisfatoriamente em meio cujo substrato € a sacarose.

Com referéncia aos teores de minerais, observou-se que todas as formulagdes,
gquando comparadas com o leite de vaca, podem ser consideradas fontes adequadas,
apresentando valores mais préximos aos indicados na ingestdo diaria recomendada (IDR).
Entretanto, o teor de sodio apresentou-se elevado, o que indica que pessoas com restricao
da ingestdo deste mineral devam ter cautela na quantidade consumida, tendo em vista a
ocorréncia de hipertensdo arterial e a preocupacao na atualidade na redugéo do teor deste
mineral na alimentac&o.

Quanto ao teor proteico, as bebidas elaboradas podem ser excelentes fontes de
proteinas de alto valor biolégico, devido a adicdo de WPC.

A formulagdo contendo o Lactobacillus casei com sacarose apresentou os melhores
resultados para todos os atributos sensoriais avaliados. Entretanto, de acordo com o indice
de Aceitabilidade, a formulacdo com Lactobacillus acidéfilos utilizando sacarose apresentou
um resultado acima de 70%, indicando que esta formulacdo também seria bem aceita no
mercado consumidor.

Os resultados da escala de atitude demonstraram que a formulacdo com
Lactobacillus casei apresentou um comportamento muito favoravel ao seu consumo,
seguida da formulagdo com Lactobacillus aciddfilos, indicando uma coeréncia com a
aceitabilidade diagnosticada pela aplicagéo da avaliagdo sensorial das trés formulacdes que
apresentaram, no decorrer das sessdes de testes com consumidores, os melhores
resultados.

Embora os doze Tratamentos tenham apresentado resultados adequados quanto
as caracteristicas microbiologicas, sensoriais e fisico-quimicas, a bebida fermentada com
Lactobacillus casei e sacarose foi a que apresentou os melhores requisitos para uma

producdo em escala industrial, indicando a sua viabilidade tecnoldgica.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Para quem possa interessar em prosseguir este trabalho, sugiro trabalhar a bebida
sem a utilizacdo de saborizante, conforme foi observado por alguns provadores e também a
realizar andlise de contagem de bactérias laticas ndo somente aos lactobacilos, mas
também a outras culturas quando o fermento utilizado na bebida for misto. Isso ira ressaltar

0 carater probiotico do produto.
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ANEXO A — TESTES DE ACEITACAO

Teste da Fscala Heddnica .
Nome: Turma: Data: Idade: Peso: Altura

Instrugdes: Deguste cuidadesamente cada uma das amostras de bebida fermentada de soja ¢ utilize a
escala abaixo para expressar o quanto vocé gostou ou desgostou do produto.

9= gostei muitissimo '
8= gostei muito

7= gostei regularmente
6= gostei ligeiramente
5= indiferente

4= desgostei ligeiramente
3=desgostei regularmente
2= desgostei muito

1= desgostei muitissimo

AMOSTRAS | AROMA [ SABOR [ SABOR | COR | CONSISTENCIA | DOCURA | IMPRESSAO

DE DE GLOBAL
SOJA GOIABA

365 ] i I

590 B ) 7 . N
210

Observacdes:

Teste de Escaia de Acédo

[nstrugdes: Vocé esta recebendo amostras de 4 formulagdes diferentes de um novo produto que sera
introduzido no mercado. Primeiro, observe se o produto ¢ ‘conhecido” ou “desconhecido” ¢, em seguida,
deguste cuidadosamente cada uma das amostras, avaliando de acordo com a seguinte escala:

Produto conhecido ( ) Produto nfio conhecido ( )

- Fu beberia isto, em cada oportunidade que tivesse

- Eu beberia isto, muito freqiientemente

- Eu beberia isto, freqiientemente

- Eu beberia isto, agora e depois

- Eu beberia isto, se possivel, mas ndo sairia da minha rotina
- Eu ndo gosto, mas se fosse preciso, beberia

- Eu beberia isto, raramente

- Eu beberia isto, se ndo tivesse outra escolha

- Eu beberia isto, se [usse forgado

—_ 0 W B e O

AMOSTRA VALOR ATRIBUIDO -
247

e o " :
506 B e
508 ) - el

Observagies: ;
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ANEXO B — PARECER DO COMITE DE ETICA

PARECER 006/2012 ~ CEPIFAG

O comité de Etica em Pesquisa da Faculdade Aaéfs Gurgacz, reunido ern
sessdo ordinaria, no dia 25/01/2012, ata 01/12 considera APROVADOQ o
projeto abaixo e:peclfl(,ado

PROTOCOLO: 164/2011

PESQUISADOR: Henry Charles Albeit DaVld Naidoo Terroso de Mendonga
Brandao

PROJETOQ: Utilizagédo de extrato hidrossolivel de soja na elaboragéo de bebida
fermentada simbiotica

Em atendimento a Resolugédo 196/96, devera ser encaminhado ao CEP
para acompanhamento da pesquisa o relatdrio final e a publicagdo de seus
resultados, aié o dia 30/04/2012, bem como a comunicagio de qualquer
intercorréncia, efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal
do estude (Fes. CNS item V.4). E papel de o pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido. Eventuais
modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser epresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e
suas jusiificativas. O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme
delineadz no protocolo aprovado e descontinuar o estudo somente apds
analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS
Item 111.3.z), aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano
néo previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de
regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (ltem V.3) qué requeiram acao
imediata. P

Cascavel, 25 de Janeiro de 2012.

Fthvno/’ﬁ(A,Témo FEIBER

Coordenador do Cop |t/ de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
.
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