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RESUMO GERAL

Existe, atualmente, uma busca pelo consumidor por alimentos que sejam ao
mesmo tempo saudaveis e de qualidade. Com isso, diferentes produtos tem sido
criados para atender essa demanda. O presente trabalho teve como objetivo
estudar a fermentacéo e a vida-de-prateleira de bebida simbibdtica a base de soja,
avaliando a influéncia das concentracbes de extrato hidrossoluvel de soja, de
fruto-oligossacarideos (FOS), dos micro-organismos Bifidobacterium longum,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus
rhamnosus, e da temperatura, além de observar alteragdes no produto pela adicdo
de sacarose e dos micro-organismos Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus. As analises realizadas foram: pH, sinérese,
viscosidade aparente, contagem de colénias, velocidade especifica de
crescimento (Ux) e variacdo da contagem de células (AX). A fermentacdo foi
realizada em fracos estaticos incubados em diferentes temperaturas, tendo a
composicao do meio e condicbes do processo definidas por um delineamento
fatorial Placket & Burman. O estudo da vida-de-prateleira foi realizado em
refrigeracdo (3-8 °C). Amostras foram retiradas em espacos predefinidos de tempo
para as fermentacbées e nos tempos 0, 10, 20 e 30 dias, no estudo da vida-de-
prateleira. O extrato hidrossoluvel de soja se apresentou como um bom substrato
para producao da bebida, porém na medida em que se aumenta sua concentracao
ocorre um aumento da sinérese, o mesmo fendmeno foi observado quanto a
adicado de FOS. Os probiéticos ao final da fermentacao tiveram contagem maior
que 10’ UFC/mL atendendo aos requisitos legais, e em sua maioria continuaram
apresentando crescimento durante o periodo de estocagem, contribuindo para
obtencao de um produto de qualidade. Temperaturas mais baixas foram melhores
para o crescimento dos probiodticos e viscosidade aparente do produto. A adicéo
de sacarose provocou um menor consumo de FOS por parte dos probidticos, e a
presenca de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus mostrou pouca variagdo no produto. Portanto a partir dos resultados
obtidos no estudo da fermentacao e vida-de-prateleira da bebida simbibtica a base
de soja, pode-se concluir que para obtencao de um produto com maior qualidade

ao final da fermentacdo e que conserve suas caracteristicas durante a vida-de-
Xi



prateleira deve-se utilizar, de acordo com a faixa estudada, as seguintes
condicdes de processo: temperatura mais baixa (em torno de 35°C), fruto-
oligossacarideos 3% (m/v) e sacarose 12% (m/v), que devem ser acrescentados
ao final da fermentacao, extrato hidrossoluvel de soja a 10% (m/v), e concentragao
dos probidticos de 5,5x10° UFC/mL, exceto para L. paracasei que deve ser de
1x10® UFC/mL.

Palavras chaves: Bebida simbidtica, extrato de soja, fermentacao lactica, vida-de-
prateleira, Plackett & Burman.
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ABSTRACT

Currently, there is a quest for foods that are both healthy and of good quality, so
that different products have been designed to meet this demand. The present work
aimed to study the fermentation and shelf-life of a soy-based symbiotic drink,
assessing the influence of the concentrations of: soymilk, fructooligosaccharides
(FOS), Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei, Lactobacillus rhamnosus, and of the temperature. Additionally,
sucrose and the microorganisms Streptococcus thermophilus (ST) and
Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus (LB) were further added. The
responses were: pH, syneresis, viscosity, cell count, specific growth rate (uyx) and
variation of cell count (AX). The fermentations were carried out in still flasks,
incubated at different temperatures, at medium compositions and process
conditions as defined by a Plackett & Burman factorial design. Samples were
collected at predefined spaces of time for fermentation and for shelf-life at 0, 10, 20
and 30. It has been shown that the soymilk is a good substrate for the production
of the beverage, but at higher concentrations leads to increased syneresis, the
same phenomenon observed for addition of FOS. Probiotics at the end of
fermentation had ideal concentration, and the most of them went on growing during
the shelf-life storage period, helping to maintain the quality of the product. Lower
temperatures were better for the probiotics growth and product viscosity. The
addition of sucrose resulted in a lower consumption of FOS. On the other hand, the
addition of ST and LB showed meaningless variation in the product. So, from the
results obtained in the study of fermentation and shelf-life of symbiotic drink soy-
based, it can be concluded that to obtain a product with the highest quality at the
end of fermentation and to retain its characteristics during shelf-life should be used,
according to the range studied, the following process conditions: low temperature
(around 35°C), FOS 3% and 12% sucrose, which must be appended to the end of
fermentation, the aqueous extract of soybean 10% of probiotics and concentration
of 5.5 x 108 CFU/mL, except for L. paracasei that should be of 1x10° CFU/mL.

Keywords: drink symbiotic, soymilk, lactic fermentation, shelf-life, Plackett &
Burman.
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INTRODUGCAO GERAL

Atualmente os alimentos sao vistos como um veiculo de promocao do bem-
estar e saude e, ao mesmo tempo, como redutores dos riscos de algumas
doencas, incentivando as pesquisas de novos componentes naturais e o
desenvolvimento de novos ingredientes, possibilitando a inovacdo em produtos
alimenticios e visando atender a demanda por produtos que sejam ao mesmo
tempo saudaveis e atrativos (Komatsu et. al., 2008).

Sao considerados alimentos funcionais aqueles que além de fornecerem a
nutricdo bdasica promovem a saude. Esse potencial é obtido através de
mecanismos nao previstos na nutricdo convencional, devendo ser salientado que
esse efeito restringe-se a promocao da saude e ndo a cura de doencas (Sanders,
1998). Assim, alimentos que contenham probi6ticos e prebidticos sé&o
considerados funcionais.

Um alimento funcional probi6tico deve conter micro-organismos que vao
atuar em toda a extensdo do trato gastro-intestinal, atingindo-o em um estado
viavel e em numeros significativos para serem benéficos ao anfitrido, o que requer
gue sobrevivam as condi¢coes acidas do estbmago e a bilis no intestino delgado
(Fooks et al., 1999, Stanton et al., 2001).

O prebidtico foi originalmente definido como um ingrediente alimentar nao
digerivel, que atua estimulando seletivamente o crescimento ou atividade de um
namero limitado de bactérias no célon, podendo melhorar a saude do hospedeiro
(Gibson & Roberfroid, 1995; Fooks et al., 1999; Knorr, 1998). Atualmente existe
uma definicdo mais abrangente, publicada no relatério do Encontro técnico da
FAO sobre Prebibdicos, como sendo um componente alimentar ndo viavel que
confere beneficios a saude do hospedeiro associados com a modulagdo da sua
microbiota (Pineiro et al., 2008).

O extrato hidrossoluvel de soja € um substrato que tem se apresentado com
potencial para producdo de novos produtos com apelo saudavel, porém encontra
grande rejeicdo devido ao seu sabor caracteristico que lembra feijao cru (Behrens,
2002). Entretanto, diversos estudos tém demonstrado que quando a soja passa

por processos de fermentacdo, esse sabor desagradavel diminui, sendo mais
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aceito sensorialmente, além de poder ser mascarado com adi¢cao de saborizantes
(Mondragén-Bernal, 2010; Branco et. al. 2007).

Mondragon-Bernal (2004) realizou fermentagbes em frascos ndo agitados e
demonstrou que o extrato hidrossoluvel de soja € um meio eficaz para cultivo de
probidticos L. paracasei subsp. paracasei LBC81, L. acidophilus LAC4 e B. longum
BL04, atingindo contagem de células de 10'° -10'® UFC/mL, em até 20-24 horas
de fermentacdo, com e sem adicdo de prebidtico (fruto-oligossacarideos).
Posteriormente Mondragén-Bernal (2009) desenvolveu um estudo onde observou
que L. rhamnosus inoculado junto com L. acidophilus, L. paracasei, e B.longum,
melhora as caracteristicas de estabilidade do produto durante a vida-de-prateleira,
verificando que a soja e a sacarose foram as variaveis que mais apresentaram
efeito significativo positivo para o alimento simbidtico, em aspectos como
diminuicao da sinérese, maior viscosidade aparente e maior contagem total e de
bifidobactéria.

Com base no exposto acima, e dando continuidade aos estudos realizados
por Mondragén-Bernal, o presente trabalho objetivou avaliar a influéncia da
temperatura, concentracéo de extrato hidrossollvel de soja, fruto-oligossacarideos
e probidticos (Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei e Lactobacillus rhamnosus) na producao de bebida
simbidtica a base de soja, tanto no processo de fermentacdo quanto na vida-de-
prateleira, utilizando a metodologia de planejamento fatorial Plackett & Burman,
visando esclarecer a influéncia das concentracdes dessas variaveis e verificacao
da temperatura 6tima do processo, assim como observar a influéncia das culturas
Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus
(tradicionais do iogurte) e sacarose no crescimento dos probidticos e
caracteristicas do produto como viscosidade e sinérese.



OBJETIVOS
Objetivo Geral

Estudar as variaveis que afetam a producéo de bebida simbidtica a base de
soja, adicionando o prebidtico fruto-oligossacarideos, e o0s probibticos:
Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei e Lactobacillus rhamnosus.

Objetivos Especificos

Avaliar a influéncia da concentracéo do extrato hidrossollvel de soja, fruto-
oligossacarideo, Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus rhamnosus e da temperatura no
processo de fermentacdo da bebida simbibtica.

Estudar durante 30 dias de vida-de-prateleira do produto simbiético sob
refrigeracdo o pH, contagem de células, sinérese, viscosidade, concentragdo de
fruto-oligossacarideos, acido lactico e acido acético.

Realizar experimentos com adicdo de sacarose e cultura de Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus e observar as variacdes

na fermentacéao e vida-de-prateleira do produto.



PLANO DE TRABALHO

A primeira etapa do trabalho consistiu na verificagdo da concentracao de
células dos envelopes dos micro-organismos liofilizados, e em seguida foi
realizada a avaliagdo da viabilidade celular dos probidticos apés congelamento.
Esses dois procedimentos foram realizados para padronizar o indculo utilizado nos
ensaio e estdo descritos no inicio dos capitulos 2 e 3. Ap6s essa etapa foi
realizado um planejamento do tipo Plackett e Burman para avaliar a influéncia de
diferentes variaveis na producao da bebida simbidtica durante a fermentacao e
vida-de-prateleira do produto. Posteriormente com base nos resultados obtidos no
planejamento foram realizados ensaios para verificar o efeito da adigdo de
sacarose, Streptococcus thermophilus (TA) e Lactobacillus delbrueckii subsp
bulgaricus (LB) durante a fermentacéao e vida-de-prateleira. Assim a dissertacao foi
dividida em capitulos da seguinte forma: Capitulo 1 apresenta a revisao
bibliografica geral, Capitulo 2 se refere ao estudo da fermentagao (planejamento
do tipo Plackett e Burman e ensaios posteriores), Capitulo 3 estudo da vida-de-
prateleira (planejamento do tipo Plackett e Burman e ensaios posteriores). O
fluxograma a seguir mostra as etapas do trabalho.

Verificagao da concentracdo do envelope de
micro-organismos liofilizados.

\ 4

Avaliacao da viabilidade celular dos
probioticos apds congelamento.

\ 4 \ 4

Planejamento Plackett e Burman. Planejamento Plackett e Burman.
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§ao. Analises: pH, contagem probidticos,
Analises: pH e contagem probioticos. sinérese, viscosidade e determinacao
de FOS.
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Capitulo 1.

1. Revisao Bibliografica



CAPITULO 1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 - Antecedentes

Mondragon-Bernal (2004) realizou fermentagées em frascos néo agitados e
demonstrou que o extrato hidrossollvel de soja € um meio eficaz para cultivo de
probidticos L. paracasei subsp. paracasei LBC81, L. acidophilus LAC4 e B. longum
BLO04, atingindo contagem de células de 10'° -10'® UFC/mL, em até 20-24 horas
de fermentacdo, com e sem adicdo de prebidtico (fruto-oligossacarideos). A
melhor condicdo encontrada pelo autor foi a 37°C, proporcao de 40/60 de L.
acidophilus + L. paracasei/ B.longum, com inéculo de 5x10° UFC/mL, 20 g/L de
xarope tendo 8,45% de FOS e 7,5 % de extrato hidrossoluvel de soja
desengordurado, num total de 17,75 horas de fermentagdo atingindo 1,24x10°
UFC/mL, e o produto final foi considerado simbidtico por conter prebidticos e
probidticos em quantidades superiores as minimas exigidas para esse tipo de
alimento 10’ UFC/mL (ANVISA, 2002).

Posteriormente Mondragén-Bernal (2009) desenvolveu um estudo onde
observou que L. rhamnosus inoculado junto com L. acidophilus, L. paracasei, e
B.longum, melhora as caracteristicas de estabilidade do produto durante a vida-
de-prateleira, verificando que a soja e a sacarose foram as variaveis que mais
apresentaram efeito significativo positivo para o alimento simbiético, em aspectos
como diminuicdo da sinérese, maior viscosidade aparente e maior contagem total

e de bifidobactéria.

1.2 - Alimentos Funcionais

O conceito de alimentos funcionais surgiu no Japao, em meados de 1980,
como alimentos similares em aparéncia aos alimentos convencionais, usados
como parte de uma dieta normal que demonstram além de suas funcbes basicas
nutricionais, beneficios fisiolégicos capazes de reduzir o risco de doencas

cronicas. Esses alimentos se tornam conhecidos como Alimentos para Uso



Especifico de Saude — Foods for Specified Health Use - (FOSHU) (Roberfroid,
2002).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, ANVISA, na Resolugdo n° 18,
de 30 de abril de 1999, considera a alegacao de propriedade funcional do alimento
quando ele é consumido como parte da dieta usual e forneca além das fungdes
nutricionais basicas, efeitos benéficos a saude, sendo seguro seu consumo sem
supervisao médica.

Os alimentos funcionais tém sido desenvolvidos em praticamente todas as
categorias de alimento de inUmeras formas, abrangendo uma ampla gama de
produtos incluindo desde iogurtes com probidticos a ovos enriquecidos com acidos
graxos 6mega-3 (Sir6 et al., 2008; Williamsom, 2009).

Os consumidores desde alguns anos de uma maneira geral estdo mais
interessados em alimentos funcionais devido a diversos fatores: uma maior
conscientizacdo da relagdo entre saude e nutricdo, o interesse em prevenir ao
invés de curar doengas e aumento da evidéncia cientifica para sua eficacia
(Sanders, 1998). Para que um produto funcional tenha sucesso entre os
consumidores é importante que contenha descricoes claras sobre os beneficios
causados pelo seu consumo, nao informando somente a presenca de ingredientes
benéficos, mas também o que eles ocasionam (Bleiel, 2010). A mensagem do
efeito na saude de um produto especifico deve ser transmitida através de meios
crediveis de uma maneira simples e de uma forma que possa ser facilmente
alcancada pelos consumidores (Siré et al., 2008).

Diversos estudos sdo realizados com o objetivo de produzir e avaliar a
relagdo dos alimentos funcionais com a saude. Ha evidéncias crescentes desses
beneficios como por exemplo na redugdo do colesterol e tratamento de diarréia
aguda em adultos e criangas (Williamsom, 2009).

1.3 - Probiodticos

O interesse pelo uso de micro-organismos vivos com o propésito de
manutencao da saude, além de prevencao ou auxilio no tratamento de doencas,
vém aumentando ao longo dos anos (Fooks, 1999), e atualmente os alimentos
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probidticos sdo um dos maiores mercado de alimentos funcionais e representam
um enorme potencial de crescimento para a industria alimentar (Granato, 2010).

Guarner & Schaafsman (1998) definiram os probiéticos, como sendo:
“Micro-organismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal
produzindo efeitos benéficos na saude do individuo”. No entanto a definicado mais
aceita até hoje é que: “os probidticos sdo micro-organismos vivos, administrados
em certas quantidades que conferem beneficios a saude do hospedeiro”
(FAO/WHO, 2001).

Um micro-organismo probiotico deve atender certas exigéncias que sao:
resisténcia ao ambiente acido estomacal, a bile e as enzimas pancreaticas,
adesao as células da mucosa intestinal, capacidade de colonizacéo, producao de
substancias antimicrobianas contra as bactérias patogénicas e auséncia de
translocacao (Fooks et. al., 1999).

A selecao de alimentos adequados para fornecer probidticos € um fator
fundamental que deve ser levado em conta para o desenvolvimento de alimento
probidtico. Originalmente era realizada por produtos lacteos, porém atualmente ha
uma tendéncia crescente de desenvolvimento de novos produtos. Também
observa-se a disponibilizacdo dos ingredientes funcionais em capsulas, apesar de
haver duvidas sobre a eficacia dessa forma de consumo, ja que exclui o potencial
efetivo sinérgico com o alimento (Ranadheera et. al., 2010).

O intestino humano e animal sdo habitados naturalmente por
bifidobactérias. A microflora no intestino do bebé é ocupada por 80 % de
bifidobactérias e essa populacdo parece ser relativamente estavel até a idade
adulta, quando comeca seu declinio. Essa populacdo microbiana é influenciada
pela dieta, antibidticos, estresse, etc. (Tamime et al., 1995).

As bifidobactérias sdo micro-organismos gram-positivas, anaerdbios (no
entanto, algumas sao tolerantes ao oxigénio) e requerem nutrientes especiais, o
que dificulta seu isolamento e crescimento em laboratorios. Segundo Tamime et
al. (1995), elas crescem em meios que contém triptose, fitona (peptona de soja),
extrato de levedura, agrupam-se em colénias com forma de disco voador com
bordas bem definidas. Sua temperatura de crescimento situa-se entre 20 °C a 46

°C e morrem a 60 °C. O pH é6timo de crescimento é 6,5-7,0, ndo havendo
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crescimento em valores de pH inferiores a 5,1 e superiores a 8,0 (Gimenez,
2002).

Atualmente estudos cientificos in vivo usando animais ou voluntarios
humanos tém demonstrado que o consumo de células vivas destes micro-
organismos tem efeito sobre a microbiota do trato digestivo, algumas cepas sao
capazes de sobreviver ao estomago e ao transito intestinal e atingem o cdélon em
numero elevado (Shah, 2007).

As espécies Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus
rhamnosus fazem parte do grupo Lactobacillus casei, sdo importantes para a
industria alimenticia (Atobe, 2003) e também largamente utilizados como
probidticos.

As bactérias lacticas compreendem varios géneros que incluem um
consideravel numero de espécies. Geralmente sao bacilos gram-positivos,
catalase negativos, que crescem sob condicdes de microaerofilia a anaerobiose
estrita, ndo sdo esporulados e fermentam carboidratos, tendo como principal
produto final o &cido lactico (Stiles & Holzapfel, 1997)

Na producao de alimentos probidticos deve-se fazer uma sele¢cao adequada
de linhagens que mantenham sua Vviabilidade durante elaboragédo e
armazenamento, sobrevivam a passagem pelo trato gastrintestinal, e confiram

propriedades tecnologicas adequadas a esse produto. (Komatsu, et al., 2008).

1.4 —Efeito dos probiodticos na saude

O uso de probiodticos pela espécie humana tem sido principalmente o de
adjunto dietético, para repor e/ou prevenir o desbalanceamento da microbiota
intestinal. As principais espécies que tém sido empregadas para fins probi6ticos
sdo bactérias do género Lactobacillus como Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus além de Bifidobacterium (Ferreira &
Teshima, 2000).

Varios beneficios a saude sao atribuidos a ingestdo de alimentos contendo
probidticos, como por exemplo a reducao do colesterol, producao de vitamina B,
reducao de patdgenos intestinais, tratamento de diarréia, regularizacédo da flora
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intestinal e aumento da biodisponibilidade de nutrientes, alguns desses beneficios
foram comprovados cientificamente e outros ainda necessitam de mais estudos
em humanos (Cummings, 2009).

Segundo Ferreira & Teshima. (2000), as diarréias hospitalares tém
aumentado nas Ultimas décadas, sendo que a grande causa € 0 emprego
crescente de antibiéticos de ultima geracao, de amplo espectro de atuagao. Estes
antibiéticos, além de eliminarem o agente etiolégico para o qual a droga é
direcionada, eliminam também micro-organismos benéficos, causando disturbio da
microbiota intestinal do hospedeiro. Como resultado, micro-organismos como
Clostridium difficile, resistentes a maioria dos antibiéticos, aumentam em numero,
e suas toxinas respondem pela maioria de diarréias hospitalares. Enterococcus e
Eschericchia coli sao outros grupos microbianos que causam problemas devido a
resisténcia adquirida. Os probidticos auxiliam no reequilibrio da microbiota
intestinal ap6s consumo de antibiéticos (Atobe, 2003).

Diversos estudos tém comprovado a acao benéfica dos probidticos como
Lactobacillus casei Shirota, modula a flora intestinal, diminuindo a atividade
enzimatica fecal, tem efeito positivo sobre o cancer de bexiga e cancer cervical e
nao influencia no sistema imune de sujeitos saudaveis. L. rhamnosus GG (ATCC
53108) diminui a atividade enzimatica fecal, reduz a diarréia associada a
antibiéticos em criancgas, serve no tratamento e prevencao de rotavirus e diarréias
agudas em criancgas, auxilia no tratamento da diarréia reincidente causada por
Clostridium difficile, modula a resposta imune, alivia os sintomas de dermatite
atopica em jovens. L .plantarum DSM9843 (299v), modula a flora intestinal e
incrementa a excrecao de &cidos graxos de cadeia curta nas fezes. L. reuteri
(BioGaia Biologics) diminui a diarréia causada por rotavirus em criancgas, protege e
da boa tolerancia em adultos HIV-positivos (Saarela et al. 2000).

Em estudos realizados com criancas que consumiram probidticos foi
observado que Bifidobacterium bifidum ajuda a diminuir a incidéncia de diarréia
aguda em criancas e que os lactobacilos encurtam ataques de diarréia por uma
média de um dia, como esses ataques duram uma média de trés a quatro dias

esta € uma reducao significativa, além disso esses probiéticos também reduziram
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a severidade da diarréia (Saavedra et al., 1994; Van Niel et al., 2002; Cummings,
2009).

Algumas cepas de lactobacilos mostraram a supressdo de micro-
organismos patogénicos como Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Shigella
sonnei e Serratia marcescens (Drago et al., 1997; Granato et al., 2010).

A administracdo de probidticos para imunodeprimidos, pode ter um efeito
positivo sobre a resposta imune, principalmente quando um ou mais probibticos
sdo administrado em conjunto, como o caso de quando lactobacilos é
administrado em conjunto com bifidobactérias (Cunningham-Rundlese et al., 2000;
Granato et al., 2010).

Estudos demonstram que o consumo de iogurte composto por suas
bactérias tradicionais como Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii
subsp. Bulgaricus, sem adicdo de outras culturas promovem beneficios para a
saude, como efeitos benéficos sobre a digestdo da lactose, reducéo da severidade
e duracao da diarréia aguda ou prevencado de doencas alérgicas, sendo assim
essas culturas podem ser consideradas como probioticas, porém devem existir
mais comprovacdes de quais culturas apresentam esses efeitos (Guarner et al.,
2005).

1.5 - Prebiodticos

O prebidtico foi originalmente definido como um ingrediente alimentar nao
digerivel, que atua estimulando seletivamente o crescimento ou atividade de um
namero limitado de bactérias no célon, podendo melhorar a saude do hospedeiro
(Gibson & Roberfroid, 1995, Fooks et al,, 1999, Knorr, 1998). Atualmente existe
uma definicdo mais abrangente, publicada no relatério do Encontro técnico da
FAO sobre Prebibdicos, como sendo um componente alimentar ndo viavel que
confere beneficios a saude do hospedeiro associados com a modulagdo da sua
microbiota (Pineiro et al., 2008).

O critério para classificacao dos prebibticos como ingredientes alimentares,
inclui: ndo deve ser hidrolisado na parte superior do trato gastrintestinal e nem ser

absorvido; fermentacao seletiva por bactérias potencialmente benéficas no colon;
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alteracao na composicao da microflora do célon a favor de uma composicao mais
saudavel; induzir efeitos benéficos para a saude do hospedeiro (Fooks et. al.
1999).

Os prebidticos mais comumente utilizados incluem inulina, fruto-
oligossacarideos, gluco-oligossacarideos, Isomalto-oligossacarideos,
oligossacarideos da soja, xilo-oligossacarideos, isomalto-oligossacarideos e
lactulose (Pineiro, 2008). Alguns alimentos possuem naturalmente substancias
prebidticas como alho-poré, almeirdo, aspargo, banana, alcachofra, alho, cebola,
soja, trigo e aveia (Williamsom, 2009).

Nos ultimos anos houve um rapido aumento no uso de prebidticos como
alimentos funcionais e novos produtos estdo sendo desenvolvidos a todo tempo,
sendo adicionados a produtos como suplementos, produtos lacteos, paes e
bebidas (Williamsom, 2009).

Os prebidticos aumentam seletivamente o crescimento de bactérias
benéficas como os lactobacilos e as bifidobactérias, em detrimento a outros tipos
de bactérias que poderiam ser potencialmente nocivas (Williamsom, 2009).

Estudos foram realizados utilizando humanos demonstrando que o0 consumo
regular de alimentos prebi6ticos resultam em mudangas estatisticamente
significativas na composicdo da microbiota do intestino, ocasionando uma ampla
gama de beneficios a salde como o aumento das bifidobactérias na nutricao
infantil, reduzindo o risco de infecgbes e sintomas alérgicos, melhora do quadro
clinico e bem estar dos pacientes com doencas intestinais inflamatérias, reducao
da incidéncia de tumores e canceres e aumento da absor¢cdo de calcio
(Roberfroid, 2007).

A soja contém prebibdticos como rafinose e estaquiose que sao promotores
naturais do crescimento de bifidobactérias (Tamime, et al.,1995). Os produtos da
soja vém sendo avaliados como veiculos para probiéticos, e em estudos recentes
tém indicado uma série de benéficos para a saude, os efeitos sinérgicos entre os
probidticos e produtos da soja sugerem que essa combinacdo pode exercer
efeitos vantajosos e aumentar valores terapéuticos (woo et al., 2009).
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1.6 - Fruto-oligossacarideos — FOS

Os fruto-oligossacarideos — FOS sao oligossacarideos de ocorréncia
natural, principalmente em produtos de origem vegetal (Hartemink et al.,1997,
Passos & Park, 2003), mas as concentragcbes presentes sdo baixas, exigindo um
consumo muito elevado para a obtencao dos efeitos fisiolégicos desejados. Sao
formados por uma molécula de sacarose, com uma, duas ou trés unidades de
frutose unidas, mediante ligacbes B-(1-2) a molécula de sacarose (Ferreira &
Teshima, 2000).

Podem ser divididos em dois grupos do ponto de vista comercial: o grupo
que € preparado por hidrolise enzimatica de inulina e o que é preparado por
reacdo enzimatica de transfrutosilacao a partir de sacarose (Passos & Park, 2003).

Os FOS sao conhecidos como prebidticos, desde que promovem o
crescimento de probidticos, estabilizando e aumentando a proliferacdo dessas
bactérias benéficas no trato gastrointestinal do hospedeiro. A incorporacao de
FOS na dieta, intensifica a viabilidade e adesado dos probidticos e ao mesmo
tempo inibem algumas bactérias patogénicas (Yamashita et al., 1984, Passos &
Park, 2003). Podem ser utilizados em formulagdes de diversos alimentos como:
sorvetes, sobremesas lacteas, biscoitos, produtos de panificacdo como substitutos
de carboidratos e no desenvolvimento de produtos com teor reduzido de agucar
(Passos & Park, 2003).

Os efeitos benéficos da ingestdo de FOS tém sido comprovados por
diversos estudos. Esses acgucares nao convencionais foram classificados como
assistentes dos micro-organismos benéficos presentes no trato intestinal, como
Lactobacillus e Bifidobacteria. Eles melhoram o metabolismo das bifidobactérias e
diminuem o pH no intestino grosso, inibindo bactérias putrefativas. A ingestao
diaria desses carboidratos pode resultar num aumento de bifidobactérias no trato
intestinal (Hartemink et al., 1997, Passos & Park, 2003).
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1.7 - Simbioticos

Alimentos simbibticos sdo aqueles que possuem em sua COMpPOSICao
bactéria probidtica (lactobacilo e/ou bifidobactéria) e ingredientes prebibticos
(Roberfroid et al., 1998). E importante no desenvolvimento de alimento simbiético
a selecao de linhagens de micro-organismos com melhor capacidade de utilizagao
de um determinado prebibtico, para se obter um efeito sinérgico na implantacao e
proliferacao das bactérias desejaveis (Ferreira & Teshima, 2000).

Muitos estudos tém sido realizados para obtencdo de produtos que se
apresentem como simbibtico, utilizando diferentes tipos de probidticos e
prebidticos. Para produtos derivados de soja, foi verificado que a mistura L.
paracasei subsp. paracasei, L. acidophilus e B. longum em presenca de FOS apés
20 horas de fermentacdo, atingiu uma populagdo de 10'® UFC/mL, sendo a
maxima contagem para B. longum. Os probio6ticos B. longum e L. paracasei puros
e L. acidophilus em misturas, aproveitam bem os nutrientes da soja, ainda mais
quando se associam lactobacilos com bifidobactérias, gerando relagcdes
simbidticas, como a disponibilidade de proteinas e a reducdo da acidez do meio
por L. acidophilus, e a disponibilidade de agucares pelas bifidobactérias devido a
atividade da enzima B-galactosidase, fortalecendo o crescimento de L. acidophilus
(Mondragén-Bernal, 2004).

Os probidticos isolados ou em misturas consomem o0s mono, di e
oligossacarideos provenientes tanto da soja como os FOS adicionados,
produzindo principalmente acido lactico com leve producdo do acido acético.
Sensorialmente isto é benéfico, tanto pela diminuicao do flavor original da soja,
quanto pela melhora na digestibilidade (Mondragén-Bernal, 2004, Hou et al.,
2000).

1.8 - Extrato Hidrossoluvel de Soja

Segundo Zangelmi & Tagliolatto (1982), € de conhecimento geral que as
proteinas de origem animal sdo de melhor qualidade pelo balango de aminoacidos
essenciais. A proteina de soja é muito parecida a proteina de origem animal e
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supera as outras do reino vegetal, sendo uma alternativa de consumo para
pessoas que apresentam alergias e/ou disturbios alimentares pela ingestdo de
leite materno ou leite bovino.

A presenca de inibidores de proteases na soja pode diminuir a
digestibilidade protéica, porém o bindbmio tempo x temperatura empregado na
preparacao do extrato hidrossolUvel de soja, destr6i quantidades suficientes a
esses inibidores, nao prejudicando o desempenho nutricional do produto (Monteiro
& Martino, 2006).

O consumo de soja tem sido associado a varios efeitos que melhoram a
saude, mediados por seus componentes bioativos, como as isoflavonas que sao
substancias, envolvidas em atividades anti-carcinogénicas, na reducdo de perda
de massa 6ssea e na diminui¢ao do colesterol do sangue (Gbes-Favoni, 2004). No
entanto alguns desses componentes bioativos s6 podem trazer beneficios a saude
na bioconversao por micro-organismos gastrointestinais, o que leva a um interesse
crescente de avaliar as possibilidades de utilizacao de probiéticos para melhorar a
atividade biolégica de alimentos a base de soja (Woo et. al., 2009).

Apesar de todas as caracteristicas benéficas da soja, 0 consumo do extrato
hidrossoluvel de soja ainda encontra rejeicdo, devido ao sabor e aroma
desagradaveis gerados pela acdo de enzimas presentes nos grdos que atuam
sobre os acidos graxos polinsaturados conferindo um sabor desagradavel que
lembra feijao cru (Behrens, 2002). Essa caracteristica da soja pode ser alterada
utilizando-se diferentes processos tecnoldgicos que melhoram o sabor, como a
fermentacao, extensivamente empregada para desenvolver varios produtos. Um
exemplo é a fermentacdo do extrato de soja por L acidophilus e L. casei, que
contribui na melhoria ndo somente do sabor, mas também do aroma do produto.
Esses micro-organismos principalmente L. casei, possuem atividade proteolitica
que é responsavel pela formacédo de precursores do aroma e sabor, contribuindo
para a eliminacao do sabor desagradavel. (Chou & Hou, 2000). A fermentagao
pode ser realizada também pelas bifidobactérias, pois a soja possui fatores
bifidogénicos, como o0s oligossacarideos rafinose e estaquiose, assim, como
outros acucares (sacarose, frutose, glicose, galactose), vitaminas do complexo B e
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fontes de nitrogénio das proteinas, sendo um 6étimo substrato para seu
crescimento (Chou et al, 2000, Hou et al, 2000, Tamime et al,1995).

Mondragon-Bernal (2004), estudou o desenvolvimento de algumas
espécies de probiodticos (Bifidobaterium longum, Lactobacillu acidophilus e
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei) em cultura pura e em mistura, em
extrato hidrossoluvel desengordurado de soja, com e sem adicdo de fruto-
oligossacarideos e avaliou o processo e formulagdo da bebida, verificando que as
culturas puras de L. paracasei subsp. paracasei e B. longum tém étimo
crescimento em extrato hidrossoluvel de soja, sendo um excelente meio para
cultivo de probiodticos. Posteriormente Mondregdn-Bernal (2009), avaliou o
crescimento de Lactobacillus rhamnosus como cultura pura e em mistura com 0s
probidticos anteriormente estudados, em extrato hidrossoluvel de soja com e sem
adicdo de sacarose, observando que o crescimento do in6culo puro de
Lactobacillus rhamnosus em extrato hidrossoluvel de soja foi fraco, atingindo no
maximo de 7,65 log UFC/mL, jA& em meio contendo a sacarose e o mix de
probidticos, além de aumentar a contagem total dos probiéticos alcancando mais
que 9 log UFC/mL em 16 horas, favorece a estabilidade do produto em relacao a
sinérese e comportamento reol6gico, além de melhorar as caracteristicas
funcionais pela presenca de uma nova linhagem probidtica.

Para aumentar o consumo de soja, além de investir em processos
tecnologicos, é necessario que 0s consumidores tenham maior acesso as
informagcdes sobre a qualidade nutricional do produto e seus efeitos benéficos
para saude, no sentido de estimular a compra e o habito de consumo pela
populacdo no geral (Benadi et. al., 2007).

1.9 - Aceitacao Sensorial de Soja
A aceitacdo sensorial da soja pode ser melhorada de diversas formas,
adicionando-se polpa de fruta, como morango que possui boa aceitacdo de sabor,

além de apresentar melhora nas caracteristicas de cor e viscosidade do produto

(Branco, 2007). Aplicacdo de processos como fermentacdo e desodorizacdo do
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extrato hidrossoluvel de soja também podem ser utilizados para melhorar as
caracteristicas sensoriais do produto (Moraes et. al., 2006).

Behrens (2002) estudou a aceitacdo a partir de um Mapa Interno de
Preferéncia, para bebidas de soja em diferentes sabores fermentadas com L.
casei ou L. acidophillus ou uma mistura comercial contendo S. thermophilus, L.
acidophillus e B. lactis, suplementadas com sacarose e lactose. A mistura
adicionada com sacarose obteve os melhores resultados em termos de aceitagao.
Ainda nesse estudo o autor verificou que as alegagdes de carater nutricional e de
saude geraram alta expectativa e intengcdo de compra entre 0s consumidores,
concluindo que é possivel melhorar a qualidade sensorial da soja, e que as
propriedades nutricionais e de saude podem ser utilizadas na promog¢édo do novo
produto aumentando o potencial de seu sucesso no mercado consumidor.

Mondragon-Bernal (2010), avaliou sensorialmente bebida simbidtica
fermentada a base de soja no sabor “leite condensado” tendo boa aceitacao,
principalmente amostras formuladas com maior concentragdo de sacarose (maior
ou igual a 12%). Grande porcentagem dos provadores apresentaram intencao de
compra, observando que a otimizacao da composicdo da bebida em relagao a
sacarose e aromatizantes leva a uma maior aceitacdo sensorial do produto e

intencdo de compra pelo publico alvo.

1.10 - Vida-de-Prateleira

Segundo Moura & Germer (2004), muitas sao as reacdes de transformacgéao
dos alimentos processados em suas vidas Uteis. Mesmo tendo a deterioracao
microbiana sob controle; outras reacgdes, tais como alteracbes de cor, sabor,
textura, qualidade nutricional e funcional podem comprometer o alimento. Os
fatores que influenciam a velocidade das reacdes de transformagdo sao varios:
temperatura, umidade, atividade de agua, acidez, teor de oxigénio, estado da
matriz sélida, presenca de catalisadores e outros. Além disso, os alimentos, por
advirem de material bioldgico, sdo sistemas extremamente complexos, nos quais
as diversas reagdes de deterioragcdo acontecem simultaneamente, com diferentes

cinéticas, dificultando a previsao da vida-de-prateleira.
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Segundo Teixeira-Neto & Moura (apud Moura & Germer, 2004), durante a
formulacdo dos produtos alimenticios, em muitos casos, sdo agregadas
substancias quimicas que visam o controle das reacdes de deterioracéo, além de
outras que buscam conferir caracteristicas funcionais a esses alimentos, ou
mesmo melhorar 0 seu contetdo nutricional. Do ponto de vista de conservacao
dos alimentos, esses aditivos sdo muito importantes e devem ser sempre
considerados na avaliacdo da vida-de-prateleira dos produtos, sendo valiosos na
otimizacao dos resultados pretendidos e na extensao do shelf-life.

A manutengdo da funcionalidade dos probidticos esta relacionada a
diversos fatores tanto no processo de produgdo como no periodo de estocagem. E
importante que as cepas probidticas utilizadas sejam compativeis com as culturas
do acido lactico convencionalmente utilizada no processamento de produtos
lacteos, evitando problemas como inibicdo pelo &cido, peroxido, e outros
metabdlitos que podem afetar o processo diminuindo o rendimento e a qualidade
do produto final (Saccaro et al., 2009, Collado et al., 2007).

Os baixos valores de pH que as bactérias probidticas sdo submetidas
durante o processamento e armazenamento de produtos lacteos, como iogurtes e
leite fermentados também requer atencado, geralmente essas bactérias possuem
pH 6timo de crescimento entre 5 e 9. A embalagem € outro ponto importante no
que diz respeito a produtos lacteos probidticos. Sabe-se que as bactérias
probidticas preferem um ambiente anaerdbico ou de microaerofilia, assim, a
exposicdo de tais micro-organismos ao oxigénio em uma embalagem pode
resultar em menor viabilidade (Talwalkar & Kailasapathy 2004).

Outro inconveniente relacionado com a viabilidade dos probiéticos durante
0 armazenamento é o estresse causado pelo frio. As baixas temperaturas
reduzem a fluidez da membrana, prejudica as funcdes do DNA e RNA
relacionadas com a transcricao e de traducao e reducao da atividade enziméatica
(Corcoran et al., 2007).

A utilizacao de métodos e materiais de embalagem adequados é importante
para garantir que o produto atenda as expectativas das pessoas que o0s
consomem, garantindo a preservacdao do potencial terapéutico dos probidticos

durante toda vida util de armazenamento (Granato et al., 2010).
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Tipicamente, os alimentos sdo misturas multicomponentes que contém
proteinas e polissacarideos. As interacées entre proteinas e polissacarideos
desempenham um papel importante na estrutura e estabilidade de alimentos
processados. O controle ou manipulacdo dessas interacoées macromoleculares é
um fator chave no desenvolvimento de produtos e processos alimenticios (Ye,
2008).

Durante o processo de fabricagdo, as interacées entre esses biopolimeros,
tanto quanto interacées competitivas com outros componentes do sistema (agua,
lipideos, acUcares, ions de metais, surfactantes, etc.) sdo determinantes na
relacdo entre a estrutura e as propriedades dos alimentos (Ye, 2008). Dado o meio
aquoso apropriado e as condicdes de processo, a maioria das proteinas e
polissacarideos podem ser utilizados para conferir propriedades espessantes e/ou
gelificantes quando presentes em concentracdes suficientemente altas (Dickinson,
1998).

Dois tipos de parametros influenciam as interagbes entre polissacarideos e
proteinas: pardmetros quimicos, que incluem pH, massa molecular, forca idnica,
concentracao de polimeros, e razao entre os polimeros e os parametros fisicos e
mecanicos como temperatura e condicées de cisalhamento (Magnin & Dumitriu,
2005). O pH desempenha um papel importante nas interagcdes proteina-
polissacarideo por causa da sua influéncia no grau de ionizacdo dos grupos
funcionais carregados dos biopolimeros. A formacao de complexos entre esses
polimeros ocorre em valores de pH abaixo do ponto isoelétrico das proteinas. (Ye,
2008).

Mondragén-Bernal (2009), estudou a vida-de-prateleira de bebida simbibtica
a base de soja com diferentes formulacdes e observou que a sacarose e o extrato
hidrossoluvel de soja foram as variaveis com efeito mais significativo positivo
sobre a estabilidade do produto em relacao a sinérese, viabilidade da populacao
probidtica e caracteristicas reolégicas, dando mais estabilidade ao produto no
periodo de estocagem. Ainda nesse estudo o autor observou que o produto
simbidtico com sacarose favorece a viabilidade da bifidobactéria e apresenta
comportamento reolégico de fluido do tipo Herchel-Bulkley, e que o pH em torno

de 4 melhora a viscosidade aparente e caracteristicas sensoriais do produto,
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observou também que as contagens dos probidticos mantiveram-se em 6timas
concentracdes (maior que 7 log UFC/mL) garantido a funcionalidade do produto
durante a vida-de-prateleira.

1.11 - Propriedades reoldgicas de alimentos

A Reologia pode ser vista como a ciéncia da deformacédo e do escoamento
da matéria, ou seja, € o estudo da maneira, segundo a qual os materiais
respondem a aplicacdo de uma determinada tensdo ou deformacédo. (Steffe,
1996).

O estudo das propriedades reoldgicas dos alimentos, é essencial para
varias aplicacées que incluem desde os projetos e avaliacao de processos até o
controle de qualidade (Rao & Kenny, 1977, Rao, 1986; Toneli et al., 2005),

Segundo Steffe (1996) podem-se destacar diversas areas na industria de
alimentos que o conhecimento dos dados reoldgicos € essencial dentre eles estdo
a determinacdo da funcionalidade de ingredientes no desenvolvimento de
produtos; controle intermediario ou final da qualidade de produtos; testes de tempo
de prateleira, avaliagdo da textura de alimentos e correlagdo com testes
sensoriais, analise de equacoes reoldgicas de estado.

O estudo da deformacao em fluidos pode ser realizado submentendo-os a
uma deformacado continua, a uma taxa constante. Essa condicdo pode ser
idealizada com a utilizacdo de duas placas paralelas com o fluido colocado no
espaco entre elas. O prato inferior é fixo e o superior se move a uma velocidade
constante. O escoamento de cisalhamento simples, também, pode ser chamado
de escoamento viscométrico, inclui 0 escoamento axial em uma tubulacdo, o
escoamento rotacional entre cilindros concéntricos, o escoamento rotacional entre
cone e placa e o escoamanto rotacional entre placas paralelas (Toneli et al.,
2005).

Os fluidos podem ser classificados quanto a relagdo entre taxa de
deformacdo e a tensdo de cisalhamento, em fluidos newtoniano a tensédo de
cisalhamento é diretamente proporcional a taxa de deformacéo e a resisténcia que
o fluido oferece ao escoamento € caracterizado como a viscosidade. Os fluidos
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newtonianos, por definicdo, possuem uma relagdo, estritamente, linear entre
tensdo de cisalhamento e taxa de deformacado, com a linha passando pela origem,
e o coeficiente é a viscosidade, como € o caso de liquidos puros, solugcdes
verdadeiras diluidas e poucos sistemas coloidais (Pasquel, 1999; Steefe, 1996,
Toneli et al., 2005).

Todos os fluidos que nao possuem a relacéo entre taxa de deformacéo e a
tensdo de cisalhamento constante podem ser chamados de nao newtoniano,
sendo o coeficiente de viscosidade para esses fluidos sdo chamados de
viscosidade aparente, que é dependente da taxa de deformagcdo, uma das
possiveis caracteristicas de fluidos ndo-newtonianos € a existéncia de uma tensao
residual que é uma tensao finita necessaria para que o fluido comece a escoar, é
um conceito pratico e muito importante na determinagdo das condicdes de
processo e na andlise de qualidade de produtos como manteiga e iogurte
(Pasquel, 1999; Steefe, 1996, Toneli et al., 2005).

Os fluidos n&o-newtonianos podem ser divididos em viscoelasticos
(propriedades de fluidos e de sélidos simultaneamente) e inelastico que podem ser
classificados como dependentes (Tixotrépico ou Reopéctico) ou independentes do
tempo (Pseudoplastico, Dilatante, Plastico de Bingham e Herschel-Bulkley) (Toneli
et al., 2005). Fluidos com comportamento reolégico independente do tempo, sob
condigcbes de temperatura e composicdo constantes, apresentam viscosidade
aparente dependente somente da taxa de deformacdo ou da tensdo de
cisalhamento. Para o caso de fluidos com comportamento dependente do tempo,
a viscosidade aparente, também, depende da duracdo dessa taxa de deformacgéo
(Rao & Kenny, 1977, Rao, 1986; Toneli et al., 2005). Dos fluidos independentes do
tempo os Pseudoplasticos e Dilatantes nao necessitam de uma tensao inicial de
cisalhamento para comecar a escoar, jA os Plastico de Bingham e Herschel-
Bulkley, necessitam de uma tensao inicial para comecgar a escoar, sendo que o
Plastico de Bingham tem uma relagao linear entre a tensao de cisalhamento e a
taxa de deformacéao.
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CAPITULO 2. ESTUDO DA FERMENTACAO DE BEBIDA
SIMBIOTICA A BASE DE SOJA

RESUMO

Existe atualmente grande interesse do consumidor por alimentos que além
de fornecerem a nutricdo béasica, tenham em sua composicao compostos que
contribuam para a saude. O presente trabalho teve como objetivo estudar a
fermentacao de bebida simbidtica a base de soja, avaliando a influéncia das
adicbes de extrato hidrossoluvel de soja, fruto-oligossacarideos (FOS),
Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei, Lactobacillus rhamnosus, assim como da temperatura e observar
alteracées no produto pela adicdo de sacarose, Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. As analises realizadas foram: pH,
contagem de col6nias, e determinacado da velocidade especifica de crescimento
(ux) e variacdo da contagem de células (AX). A fermentacdo foi realizada em
frascos sem agitacdo em estufa e a composicdo do meio e condigdes do processo
foram definidas através do planejamento experimental tipo Plackett & Burman. O
extrato hidrossolivel de soja se apresentou como um bom substrato para
producdo da bebida, os FOS tiveram um melhor efeito em baixas concentragdes,
os probidticos ao final da fermentacdo apresentaram contagens acima de 10°
UFC/mL atendendo aos requisitos legais e contribuiram para a obtencdo de um
produto com qualidade funcional. Temperaturas mais baixas foram melhores para
o crescimento dos probiéticos. A adicdo de sacarose provocou um menor
consumo de FOS, enquanto que a presenca de Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus representou pouca variacdo no
produto. Portanto para a producao da bebida fermentada pode-se utilizar o extrato
hidrossoluvel de soja na maior concentracdo estudada (10%), os fruto-
oligossacarideos em torno de 3%, e a temperatura do processo deve ser mantida
a 35°C, de acordo com os valores estudados.

Palavras chaves: bebida simbiotica, soja, fermentacdo, sacarose, Plackett &
Burman.
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2.1 INTRODUGCAO

O conceito de alimentos funcionais surgiu no Japao, em meados de 1980,
como alimentos similares em aparéncia aos alimentos convencionais, usados
como parte de uma dieta normal que demonstram além de suas funcbes basicas
nutricionais beneficios fisiolégicos e, ou reduzem o risco de doencgas crénicas,
conhecidos como Alimentos para Uso Especifico de Saude — Foods for Specified
Health Use - (FOSHU) (Roberfroid, 2002). Assim, alimentos contendo probidticos
e prebidticos sdo considerados funcionais.

Para que um produto funcional tenha sucesso entre os consumidores é
importante que contenha descri¢des claras sobre os beneficios causados pelo seu
consumo, nao informando somente a presenca de ingredientes benéficos, mas
também o que eles ocasionam (Bleiel, 2010). A mensagem do efeito na saude de
um produto especifico deve ser transmitida através de meios crediveis de uma
maneira simples e de uma forma que possa ser facilmente alcancada pelos
consumidores (Sir6 et al., 2008).

Na producéo de alimentos probidticos deve-se fazer uma sele¢do adequada
de cepas que mantenham sua viabilidade durante sua elaboracdo e
armazenamento, sobrevivam a passagem pelo trato gastrointestinal, e confiram
propriedades tecnologicas adequadas a esse produto. (Komatsu, et al., 2008).

O alimento simbiético é aquele que proporciona a acdo conjunta do
probidtico e prebidtico. Na sua produgédo é importante a selecao de linhagens de
micro-organismos com melhor capacidade de utilizacdo de um determinado
prebidtico, para se obter um efeito sinérgico na implantacdo e proliferacdo das
bactérias desejaveis (Ferreira & Teshima, 2000).

Estudos vém sendo realizados para avaliar a producdo de alimentos
adicionados de prebidticos (Hauly et. al. 2005), no qual os frutooligossacaridos
(FOS) sao os mais utilizados, e de probibticos, sendo que as culturas mais
estudadas sao as Bifidobacterium e Lactobacillus (Cunha et. al., 2008; Donkor et.
al., 2005; Farnworth et. al., 2007). Entretanto a maioria das pesquisas tem sido

desenvolvidas para avaliar a adicdo em conjunto dos probiodticos e prebibticos,
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obtendo-se um produto final de melhor qualidade (Akalin et. al., 2007; Yeo & Liong
2010, Mondrago6n-Bernal, 2009).

O extrato hidrossoluvel de soja tem sido estudado para producao de bebida
simbidtica e vem se apresentando como um excelente meio para o cultivo dos
probidticos, porém as condicbes do processo devem ser otimizadas para nao
prejudicarem a qualidade do produto (Mondragén-Bernal, 2009).

Dessa forma, com base no exposto acima, o presente trabalho objetivou
avaliar a fermentacao da bebida simbibtica a base de soja, suplementada de fruto-
oligossacarideos e dos probidticos: Bifidobacterium longum, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei e Lactobacillus rhamnosus.
Assim como analisar o efeito da adicao de sacarose, Streptococcus thermophilus
e Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus ao produto.

2.2 - MATERIAL E METODOS

2.2.1 - Material

2.2.1.1 - Matéria-prima

A matéria-prima utilizada neste trabalho foi a seguinte: Extrato hidrossoluvel
de soja organico, (Provesol PSA Organico — Brasil), Antiespumante lecitina de soja
(Doremus - Brasil) (grau alimenticio), Fruto-oligossacarideos (FOS) (Raftilose 95®
da Orafti — Bélgica) e Sacarose (Synth — Brasil).

2.2.1.2 - Culturas

Os micro-organismos utilizados (Bifidobacterium longum BL04, Lactobacillus
acidophilus LAC4, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei LBC81, Lactobacillus
rhamnosus LR32, Streptococcus thermophilus TA40 e Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus LB340), foram fornecidos pela Danisco liofilizados e em
embalagens lacradas.
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2.2.1.2.1 - Contagem dos micro-organismos liofilizados

Foi realizada a verificacdo da concentracdo de células dos envelopes dos
micro-organismos liofilizados de acordo com metodologia proposta por Vinderola &
Reinheimer (2000) e modificada por Mondragén-Bernal (2004). Os envelopes com
as culturas liofilizadas foram abertos em condicbes assépticas e pesados 0,01 g
dos micro-organismos, transferidos para tubos com agua peptonada 0,1% e
incubados a 37°C durante 30 minutos para ativagdo dos micro-organismos.
Posteriormente, realizou-se diluicdo decimal e plagueamento por profundidade em
meio agar MRS, em duplicata. As placas foram incubadas a 37°C por 72 horas,
em anaerobiose e aerobiose, e posteriormente foi realizada a contagem e

identificacao das col6nias.

2.2.1.2.2 - Avaliacao da viabilidade celular dos probiéticos apos
congelamento

Envelopes com as culturas liofilizadas foram abertos em condigdes
assépticas, pesados e transferidos para tubos contendo extrato hidrossoltuvel de
soja 6% (m/v), incubados por 30 minutos em repouso, a 37°C, para ativagdo dos
micro-organismos. Fez-se entdo diluicdo decimal em agua peptonada e
plagueamento por profundidade em meio agar MRS. As placas foram incubadas a
37°C por 72 horas, em anaerobiose e aerobiose e realizada a contagem das
colénias. Apdés a diluicdo os tubos contendo os micro-organismos em extrato
hidrossoluvel de soja 6% (m/v) foram congelados.

Depois de aproximadamente 24 horas de congelamento, as amostras foram
descongeladas a temperatura ambiente e realizada a diluicao decimal e o
plagueamento conforme descrito anteriormente. Calculou-se a porcentagem de
reducado de colbnias pelo congelamento através da contagem antes e depois de
congelar as amostras. A reducao da viabilidade de cada probi6tico se encontra na
Tabela 2.1.
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Tabela 2. 1: Perda da viabilidade dos probiéticos pelo congelamento.

Micro-organismos  Contagem antes de Contagem depois de Reducao da
congelar (UFC/mL) congelar (UFC/mL) viabilidade (%)
L. acidophilus 9,1x10° 3,3x10° 63,7%
L. paracasei 5,1x10’ 2,1x10’ 58,8%
L. rhamnosus 3,3x10° 2,7x10° 18,2%
B.longum 6,9x10" 4,3x10" 37,7%

2.2.1.3 - Meio de Cultura
Agar MRS (Oxoid - Inglaterra) adicionado de 0,01% azul de anilina.

2.2.2 — Metodologia

2.2.2.1 - Preparo do inéculo

No preparo do in6culo, os envelopes com as culturas liofilizadas foram
abertos em condicées assépticas, pesados e transferidos para frascos contendo
extrato hidrossoluvel de soja 6% (m/v), incubados por 30 minutos em repouso, a
37°C, e posteriormente congelados (-18 °C). Para a fermentagdo o indculo foi
descongelado a temperatura ambiente e transferido para o meio a ser fermentado.

2.2.2.2 - Fermentacao

A fermentacgéao foi conduzida em tubos de 50 mL fechados contendo o meio
a ser fermentado pasteurizado a 116°C por 4 minutos e resfriado rapidamente
(Mondragdn-Bernal 2004). A fermentacao foi realizada até o pH do meio atingir
valores proximo a 5, amostras foram coletadas periodicamente para anélise de:

pH, contagem dos probiéticos, determinagao de acido acético e acido lactico.

2.2.2.3 - Condicoes do processo
Primeiro foi realizado um planejamento experimental para avaliar o efeito
das variaveis: concentracdo de inéculo, composicdo do meio e temperatura do
processo sobre contagem dos probiédticos e pH. Posteriormente, as variaveis
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foram fixadas, e novos ensaios realizados com adicdo de sacarose e diferentes
micro-organismos introduzidos.

O planejamento experimental adotado foi do tipo Plackett & Burman de 12
ensaios e trés pontos centrais, com um total de 15 ensaios (Rodrigues & lemma,
2009), sendo 7 variaveis independentes: concentracdo do extrato hidrossoluvel de
soja, concentracao de fruto-oligossacarideos, temperatura, contagem inicial de: L.
acidophilus, L. paracasei, L. rhamnosus e B.longum. Na Tabela 2.2 estdo

apresentadas as condi¢coes dos ensaios com as variaveis codificadas e reais.

Tabela 2. 2: Matriz do delineamento do Plackett & Burman com valores reais entre

parénteses.

Variaveis independentes

Ensaio | EHsoja FOS Temp. L. L. L. B.longum
(%) (%) (°C)  acidophilus  paracasei rhamnosus (UFC/mL)
(UFC/mL)  (UFC/mL)  (UFC/mL)

1 1(10)0 -1(3) 1(40) -1(1x10% -1(1x10% -1(1x10% 1 (1x10")
2 1(10) 1() -1(384) 1(1x10) -1(1x10% -1(1x10% -1 (1x10%
3 -1(4) 1(5) 1(40) -1(1x10% 1(1x10") -1(1x10% -1 (1x10°
4 1(10)0 -1(3) 1(40) 1(1x10") -1(1x10% 1(1x10") -1 (1x10%
5 1(10) 1() -1(384) 1(1x10) 1(1x10) -1(1x10% 1 (1x10")
6 1(10) 1() 1(40) -1(1x10% 1(1x10) 1(1x10") -1(1x10%
7 1(4) 1(5) 140 1(1x10) -1(1x10% 1(1x10") 1 (1x10)
8 -1(4) -1(3) 140 1(x10) 1(1x10") -1(1x10% 1 (1x10)
9 -1(4) 1) -1(34) 1(1x10) 1(1x10") 1(1x10") -1 (1x10°
10 1(10) -1(3) -1(34) -1(1x10% 1(1x10) 1(1x10") 1 (1x10)
11 -1(4) 1) -1(34) -1(1x10% -1(1x10°% 1(1x10") 1(1x10")
12 -1(4) 1) -1(34) -1(1x10% -1(1x10% -1(1x10% -1 (1x10%
13 0(7) 0(4) 0(37) 0(55x10% 0(55x10% 0(55x10% 0O (5,5x10°
14 0(7) 0(4) 0(37) 0(55x10% 0(55x10% 0(55x10% 0O (5,5x10°
15 0(7) 0(4) 0(37) 0(55x10% 0(55x10% 0(55x10% 0O (5,5x10°

A partir dos resultados obtidos no planejamento experimental foram
realizados outros ensaios variando a concentragdo de sacarose, Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus bulgaricus (Tabela 2.3), sendo realizados nas

seguintes condigoes: temperatura 35°C, 10% (m/v) de extrato hidrossolivel de
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soja, 3% (m/v) de fruto-oligossacarideos, 5,5x10° UFC/mL de L. acidophilus, L.

rhamnosus e B.longum e 1x10° UFC/mL de L. paracasei.

Tabela 2. 3: Concentracao do inéculo e de sacarose utilizados para as
fermentacgdes do extrato hidrossoluvel de soja.

Ensaio Sac. TA LB
(%) (UFC/mL) (UFC/mL)

1 0 0 0
2 12 0 0
3 0 0 1 x10°
4 0 1 x10° 0
5 0 1 x10° 1 x10°
6 12 0 1 x10°
7 12 1 x10° 0
8 12 1 x10° 1 x10°

*Sac: sacarose, TA: Streptococcus thermophilus, LB: Lactobacillus bulgaricus.

2.2.2.4 - Metodologia Analitica

22.241 - Medicao do pH

O pH das amostras foi medido em potencidmetro Mettler Toledo 320 pH
Meter.

2.2.24.2 - Contagem de Colénias

Para contagem de probidticos, presentes na bebida simbibtica, aliquotas de
imL de amostra foram transferidos para tubos com 9 mL de agua peptonada
(0,1%), a partir dessa diluicado foram feitas diluicoes subseqlentes necessarias a
analise do produto. Das diluicbes adequadas realizou-se o plagueamento em
profundidade em meio Agar MRS com 0,01% azul de anilina, incubadas por 72h a
37°C em aerobiose e anaerobiose (Mondragén-Bernal, 2009).
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2.2.2.4.3 - Analise de fruto-oligossacarideos

Para a analise de fruto-oligossacarideos fez-se a remocao de células e
proteinas adicionando-se 0,01 mL de &cido citrico 1M a cada 1,0 mL de amostra
que foram centrifugadas em centrifuga Sorval refrigerada a 9640 g por 10 min a 5
°C. O sobrenadante foi diluido em agua deionizada e filtrado em filtros de 0,22 pm
(Mondragén-Bernal, 2004).

As amostras foram identificadas e quantificadas por cromatografia de ions
(HPLC-PAD), utilizando um sistema Dionex DX-500 (Sunnyvale, CA, EUA), que
consiste de uma bomba gradiente GP50, um detector eletroquimico ED-40
operando na forma de pulso amperométrico (eletrodo de ouro e eletrodo de
referéncia de Ag-AgCl). Os produtos foram analisados em uma coluna de troca
aniénica CarboPac PA 100 (240 x 4 mm) e pré-coluna CarboPac PA100 (50 x 4
mm). A eluigdo foi realizada a 1 mL.min" em uma solucdo de NaOH (100 mM) e
um gradiente linear de NaOH 100 mM contendo acetato de sdédio (0 - 500 mM). A
curva padrao foi construida utilizando-se padrées de kestose, nistose e 1-
frutosilnistose (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), glicose, frutose e sacarose
(Merck). A identificagdo e quantificacdo dos agucares foram realizadas,
respectivamente, por meio do tempo de retencao (ig) e padronizagdo externa com
a injecdo de no minimo 7 pontos em concentragdes diferentes dos acucares
padroes de grau cromatografico. (Aguiar-Oliveira, 2010).

2.2.2.4.4 - Analise de acidos

Para a analise de acidos acético e lactico, as amostras foram preparadas de
acordo com metodologia proposta por Donkor et al. (2005) com algumas
modificagées. Foram adicionados 0,2 mL de &cido nitrico 15,5 M e 2 mL de agua
deionizada em 6 mL de amostras. A mistura foi centrifugada em centrifuga Nova
Técnica a 785 g por 20 minutos para remocdo de células e proteinas.
Posteriormente o sobrenadante foi filtrado em filiros de 0,22 pum, diluido e
analisado em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Usou-se um
cromatografo a liquido Varian modelo 9010 com injetor automatico, forno para
coluna, bomba ternaria e detectores UV-Vis e indice de refracdo conectados em
série. A fase mével consistiu em uma solugdo aquosa de &cido sulfurico pH 2,60.
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A eluicao foi isocratica com vazdo da fase mével de 0,6 mL/min, em coluna de
troca i6bnica Aminex HPX-87H (BioRad) de 300 mm x 7,8 mm x 9 um, e respectiva
pré-coluna aquecidas a 35°C. A detecgdo dos compostos foi realizada por detector
UV-Vis com comprimento de onda fixado em 204 nm (para a quantificacdo dos
acidos lactico e acético). O tempo total da analise foi de 20 minutos (Cruz et al.,
2010).

2.2.24.5 - Cinética de crescimento microbiano

Foram determinadas a velocidade especifica de crescimento e a variacao
do numero de células A velocidade especifica de crescimento (py) foi calculada de
acordo com a equagao 1:

d

x=1_
X dt

X

M Equacéao 1
onde X= numero de células. A variacdo do numero de células (Ax) foi calculada
pela diferenga entre as contagens final e inicial. A velocidade especifica de
crescimento foi calculada para contagem total de probidticos e a variacdo do
namero de células para Lactobacillus spp. e Bifidobacterium longum.

2.3 —RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 — Planejamento experimental Plackett & Burman

Os resultados obtidos para as respostas analisadas durante a fermentacao
sdo apresentados na Tabela 2.4.

Pode-se observar que os valores de pH inicial variaram entre 6,0 e 6,5,
diminuindo durante a fermentacdo, sendo que apds 6 horas alguns ensaios
apresentaram pH inferior a 5. Neste ponto os frascos comegcaram a serem
congelados, pois pH proximo a 5 foi o critério utilizado para finalizar a
fermentacdo, pois nessas condicbes as amostras ja se apresentavam com
consisténcia firme, devido a desnaturacdo das proteinas solUveis da soja e
formacao de coagulo, o que ocorreu em diferentes tempos para cada ensaio.
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Tabela 2. 4: Resultados do planejamento Plackett & Burman.

CTF M Ax
PH (log UFC/mL) | (h™) | (log UFC/mL)
Ensaios | Oh 2h 4h 6h 8h 10h CT CT LC BL

1 65 64 62 57 50 - 8,65 0,45 | 0,70 1,73
2 65 64 63 60 56 5,1 8,32 0,30 | 0,60 0,09
3 6,0 58 53 48 - - 7,40 - -
4 65 64 60 52 49 - 8,22 0,26 | 0,71 1,31
5 62 60 59 56 52 48 8,36 0,28 | 0,50 0,64
6 6,1 59 54 49 - - 7,96 0,20 | 0,55 -
7 65 63 59 50 - - 7,25 0,20 | 0,59 0,73
8 6,0 57 51 4,5 - - 7,88 0,07 | 0,03 0,45
9 60 59 58 54 50 - 8,03 0,26 | 0,35 0,10
10 6,2 6,1 59 57 55 51 8,29 0,40 | 0,83 0,18
11 65 64 64 6,1 57 51 7,50 0,07 | 0,43 0,09
12 65 65 64 62 57 51 7,77 0,40 | 1,10 -
13 63 62 59 55 49 - 8,24 0,48 | 0,62 0,73
14 6,2 6,1 58 53 5,1 - 7,89 0,04 | 0,19 0,42
15 6,2 6,1 57 52 5.1 - 8,01 0,10 | 0,41 0,71

*CTF: Contagem total final, ux: velocidade especifica de crescimento, Ax: variagdo do nimero de células.
CT: Contagem total, LC: Lactobacillus spp., BL: Bifidobacterium longum.

Para contagem total dos probiéticos todos os ensaios atingiram valores
superiores ao minimo exigidos pela legislagdo 10" UFC/mL (Anvisa, 2002) ao final
da fermentacdo, sendo o menor valor de 7,25 log UFC/mL. Em relagdo aos
resultados obtidos para px e Ax nao foi possivel calcular estes parametros para o
ensaio 3, e para os ensaios 6 € 12 em relagéo aos Bifidobacterium longum, devido
a variabilidade dos bioprocessos que envolvem micro-organismos, € ao fato da
metodologia utilizada, para contagem de colbnias, estar sujeita a variabilidades
consideraveis, apesar das repeticoes realizadas, o que diminui muitas vezes a
confiabilidade dos resultados. Isto pode ser constatado pelos valores obtidos nos
pontos centrais (ensaios 13 a 15) que apresentaram grande variacao.

Os resultados foram analisados pelo software STATISTICA 8.0 (StatSoft

Inc., USA) e estdo apresentados na Tabela 2.5 e 2.6.
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Tabela 2. 5: Efeitos das variaveis sobre o pH durante fermentacdo de extrato
hidrossoluvel de soja do delineamento experimental Plackett & Burman.

Efeitos estimados para o pH

Variaveis independentes 0 horas 2 horas 4 horas 6 horas
R® 0,9834 0,9796 0,9618 0,9255
Média 6,288 6,156 5,870 5,439

Curvatura -0,082 -0,078 -0,113 -0,152
X1: EHsoja (%) 0,072 0,082 0,163 0,195

X2: FOS (%) 0,018 -0,008 -0,047 -0,032
X8: Temperatura (°C) -0,035 -0,132 -0,470 -0,808
X4: L. acidophilus (UFC/mL) -0,015 -0,052 -0,117 -0,285
X5: L. paracasei (UFC/mL) -0,405 -0,488 -0,627 -0,568
X6: L. rhamnosus (UFC/mL) 0,015 0,035 0,020 -0,045
X7: B.longum (UFC/mL) 0,018 0,025 0,023 0,015

* Em negrito apresentam-se as variaveis com efeito significativo (p<0,10).

Como pode ser observado na Tabela 2.5, as varidveis que apresentaram
efeito significativo a 90% de confian¢a no valor do pH foram a concentracao inicial
de soja, L. paracasei e temperatura de fermentacdo. A soja apresentou efeito
significativo positivo em todos os tempos de fermentacéo sobre o pH, o0 que era de
se esperar, ja que o extrato hidrossoluvel de soja possui um pH em torno 6,8 e € o
principal constituinte da bebida. Assim, quanto maior sua concentragdo maior sera
o efeito tamponante exercido.

A temperatura influenciou no pH negativamente, ou seja, quanto maior a
temperatura mais rapidamente cai o valor de pH, devido ao crescimento
microbiano. Em relacdo a influéncia causada pelos micro-organismos, somente o
L. acidophilus e L. paracasei influenciaram no pH, negativamente, sendo que para
o L. paracasei essa influéncia ocorreu durante toda a fermentagdo. O mesmo nao
ocorreu em relacao a influéncia causada por L. acidophilus, que foi somente no
final. Este efeito negativo sobre o pH se deve ao fato que durante o crescimento
dos micro-organismos probiéticos ha um consumo de acucares, tanto da soja
como de FOS, e producdo de acidos acético e lactico (Donkor et. al., 2007)
causando queda do pH, sendo maior essa produc¢ao pelos probidticos L. paracasei
e L. acidophilus.
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No que concerne aos dados da Tabela 2.6, pode-se constatar que as
concentracdes iniciais de soja e FOS apresentaram efeito significativo sobre a
contagem total final de células, porém para a soja esse efeito foi positivo,
enquanto que para os FOS negativo.

Tabela 2. 6: Efeitos das varidveis sobre a contagem total final, ux e Ax durante
fermentacdo do extrato hidrossoluvel de soja do delineamento experimental
Plackett & Burman.

Efeitos estimados para contagem total final, p, (h™') e Ax

Variaveis independentes CTF x Ax (LC) Ax (BL)
(log UFC/mL) (h™) (log UFC/mL)  (log UFC/mL)
R? 0,8984 0,5674 0,6552 0,6807
Média 7,968 0,229 0,407 0,478
Curvatura 0,155 -0,043 -0,163 -0,220
X1: EHsoja (%) 0,661 0,178 0,405 0,674
X2: FOS (%) -0,341 -0,158 -0,394 -0,505
X8: Temperatura (°C) -0,152 -0,115 0,496 -0,144
X4: L. acidophilus (UFC/mL) 0,083 0,000 0,294 -0,243
X5: L. paracasei (UFC/mL) 0,031 -0,106 -0,451 -0,325
X6: L. rhamnosus (UFC/mL) -0,189 0,010 -0,107 -0,148
X7: B.longum (UFC/mL) 0,035 0,033 0,458 0,012

* Em negrito apresentam-se as variaveis com efeito significativo (p<0,10). * CTF: Contagem total
final, LC: Lactobacillus spp., BL: Bifidobacterium longum.

Portanto, quanto maior a concentracao de soja maior sera a contagem final
de células, na faixa de valores estudados neste trabalho. Em estudo desenvolvido
por Mondragén-Bernal, (2004), foi avaliado o crescimento de probidtico em
diferentes concentragdes de extrato hidrossoluvel de soja, FOS, quantidade de
in6culo, proporcao dos probidticos e temperatura. Tanto os lactobacilos estudados
(L. acidophilus, L. paracasei) como o B. longum apresentaram um bom
crescimento em soja, pois ela possui uma variedade de substratos: sacarose,
estaquiose, rafinose, glicose e frutose que podem ser utilizados pelas culturas,
apresentando uma maior variedade em relacao ao leite (Champagne et. al., 2009),
apresentando um efeito significativo positivo sobre a contagem total de
probidticos. A temperatura também apresentou efeito significativo, porém negativo,
apresentando um melhor crescimento em torno de 37°C.
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A adicao de FOS, apesar de ser um substrato para os probi6ticos e ajudar
no seu crescimento, ndo contribuiu para um aumento da populagdo microbiana.
Foi observado por outros autores que o uso de FOS pelos micro-organismos,
acarreta uma maior producao de acidos acético e lactico (Yeo & Liong, 2009; Yeo
& Liong 2010) diminuindo mais rapidamente o valor do pH, e consequentemente
diminuindo o crescimento microbiano. Altas concentracbes de FOS podem
interferir negativamente na contagem final de probiéticos.

Ainda na Tabela 2.6, pode-se notar que as variaveis estudadas nao
interferiram significativamente nos resultados obtidos para px e Ax de Lactobacillus
spp. No resultado de Ax para o B. longum, a concentracdo de soja apresentou
efeito positivo, e a concentracdo de FOS e L. paracasei com efeito negativo.
Porém como ja foi dito anteriormente esses resultados apresentam uma menor
confiabilidade devido a variabilidade dos bioprocessos que envolvem micro-
organismos, e ao fato da metodologia utilizada, para contagem de colénias, estar
sujeita a variabilidades consideraveis, apesar das repetices realizadas.

Em ensaios realizados por Mondragén-Bernal (2004), foi avaliada a
influéncia da concentracdo de soja extrato hidrossolivel de soja e de outras
variaveis no crescimento de B. longum, sendo uma variavel significativa com efeito
positivo no processo, 0 que esta de acordo com sua capacidade de hidrolisar
acucares como rafinose e estaquiose presentes na soja devido a sua atividade a-
galactosidase (Yeo & Liong, 2009). A concentracdo de L. paracasei interferiu
negativamente na variagcao do crescimento de B. longum. Essa caracteristica foi
observada em estudo realizado por Mondragdn-Bernal (2004), no qual culturas de
L. paracasei e B. longum foram cultivadas juntas, sendo que o crescimento de L.
paracasei foi favorecido, apresentando uma contagem final maior do que quando
cresceu em monocultura.

Diante desses resultados, fixou-se a concentracdo de soja a 10% por
apresentar efeito positivo sobre o pH e contagem total final, a concentracao de
FOS foi mantida no menor nivel de 3% por apresentar efeito negativo na
contagem total final em altas concentragdes, além de ser um substrato com alto
valor agregado. A concentracao dos probi6ticos por ndo apresentar influéncia nas
variaveis foram mantidas no ponto central (5,5 x 10° UFC/mL) com excecdo de L.
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paracasei pela interferéncia na variagdo de B. longum foi mantido no menor nivel
(1x 10° UFC/mL), e a temperatura selecionada foi de 35°C, pois temperaturas

mais elevadas causam um menor crescimento dos probiédticos.

2.3.2 - Efeito da sacarose, Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus sobre a
fermentacao

Apés a realizacao do experimento Plackett & Burman, as variaveis foram
fixadas e os novos ensaios realizados nas seguintes condigdes: soja 10% (m/v),
FOS 3% (m/v), temperatura de 35°C, concentragao dos probidticos: L. acidophilus,
L. rhamnosus e B.longum na concentragdo de 5,5x10° (UFC/mL) e L. paracasei na
concentragdo de 1x10° (UFC/mL), com adicdo de sacarose 12% (m/v),
Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, em
alguns ensaios.

Foram calculados o consumo de FOS e de sacarose, queda do pH durante
0 processo e a contagem de unidade formadora de col6nia ao final do processo.

A variacao do pH durante a fermentacéo € apresentada na Tabela 2.7.

Tabela 2. 7: pH durante a fermentacdo para bebidas simbiéticas fermentadas a

base de soja.
Condigdes dos ensaios pH
Ensaio Sacarose (%) TA (UFC/mL) LB (UFC/mL)| Oh 2h 4h 6h
1 0 0 0 65 6,4 63 6,0
2 12 0 0 64 63 62 58
3 0 0 1 x10° 65 64 63 6,0
4 0 1 x10° 0 6,4 64 63 58
5 0 1 x10° 1 x10° 64 64 64 58
6 12 0 1 x10° 64 63 6,1 56
7 12 1 x10° 0 6,4 63 6,1 5,1
8 12 1 x10° 1 x10° 6,4 63 62 54

*TA: Streptococcus thermophilus, LB: Lactobacillus bulgaricus.

44



O valor do pH inicial ndo variou consideravelmente (6,4 — 6,5). Durante a
fermentacdo os ensaios nos quais foram adicionados de sacarose apresentaram
um decréscimo mais acentuado. Mondragén-Bernal (2009), realizou um estudo no
qual foram avaliadas diferentes formulagdo de bebidas a base de soja com e sem
adicao de sacarose, sendo que as bebidas com sacarose apresentaram um menor
valor de pH. O mesmo autor realizou um planejamento Plackett & Burman para
avaliar diferentes variaveis na producdo de bebida a base de soja, onde a
sacarose era uma das variaveis e apresentou um efeito positivo sobre o produto
quanto a estabilidade durante a vida-de-prateleira, proporcionando menores
porcentagens de sinérese e maior viscosidade aparente, podendo ser utilizada na
maior concentracao estudada de 12% (m/v).

O decréscimo no valor de pH das amostras com sacarose (Ensaios 2,6, 7
8) se deve ao aumento da producdo de acidos pelos micro-organismos, nao
implicando, no entanto, que a qualidade do produto final esteja comprometida,
pois pode melhorar outras caracteristicas do produto, como a aceitacao sensorial
e a sinérese (Mondragon-Bernal, 2009). Por outro lado, ndo houve grande
variacao do pH devido a adicdo das culturas de Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus bulgaricus (Ensaios 3, 4, 5,6,7 € 8).

Na Tabela 2.8 s&o apresentadas a contagem final dos micro-organismos e
as concentragdes iniciais e finais de FOS e sacarose.

O valor apresentado para os FOS corresponde a soma das concentragdes
de kestose, nistose e 1-frutosilnistose. O produto FOS comercial utilizado, é um
hidrolisado de inulina, contendo oligossacarideos de cadeia maior do que o0s
acima descritos, e que ndo puderam ser quantificados pela falta dos respectivos
padrbes, o que pode ser observado na Figura 2.1, cromatograma do FOS puro, o
que significa que os valores expressos na Tabela 2.8, ndo correspondem ao total
real de FOS, mas sim uma quantia aproximada. As amostras possuem maior teor
de FOS ao representado na tabela.

A metodologia utilizada (Aguiar-Oliveira, 2010), possibilita verificar se houve
consumo de FOS.
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Tabela 2. 8: Contagens de probidticos (log UFC/mL), concentragcdes de fruto-
oligossacarideo (FOS) e sacarose, e consumo de substratos (%), em fermentados de
extrato de soja adicionados de Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus e
sacarose.

Contagem final FOS sacarose
(log UFC/mL) (g/L) (g/L)

Ensaios LC BL CT Inicial Final Consumo (%) | Inicial Final Consumo(%)
1 845 8,18 8,64 | 22,27 16,61 2542 16,3° 7,55 53,68
2 830 8,08 850 | 27,88 21,37 23,35 98,6 94,32 4,34
3 8,34' 7,71 8,43 | 20,04 16,50 17,66 15,16° 9,05 40,30
4 8,12 6,85° 8,14 | 20,52 17,20 16,18 14,33° 7,38 48,50
5 8,19' 7,36° 825 | 2497 1559 37,57 13,66° 5,25 61,57
6 8,18 6,30 8,18 | 24,15 23,26 3,69 98,36 97,86 0,51
7 785 7,58° 8,03 | 26,14 21,33 18,40 101,6 92,61 8,85
8 792" 7,30° 8,09 | 27,39 2487 9,20 104,15 97,15 6,72

*LC: Lactobacillus spp., BL: Bifidobacterium longum, CT: Contagem total 'Inclui contagem de
Lactobacillus bulgaricus, ®Inclui contagem de Streptococcus thermophilus, ®Ensaios sem adicéo de
sacarose.

Assim, tanto a sacarose quanto os FOS sdo consumidos durante a
fermentacao, porém, de forma geral, os ensaios apresentaram uma diminui¢ao no
consumo de FOS quando sacarose foi adicionada, o que pode ser esperado, pois
a sacarose é geralmente mais facilmente assimilada pelos micro-organismos do
que os FOS. Ao final da fermentacdo, existe uma concentragcdo de FOS no
produto geralmente menor que no inicio, conforme mostrado na Figura 2.2 que
apresenta o cromatograma do ensaio 1. Essa concentragdo final permite afirmar
que o produto tem caracteristicas prebidticas, mas ndao que é rico em fibra, pois
para isso & necessario haver um minimo de 3% de oligossacarideos, que foi a
quantidade inicial utilizada nesse trabalho. Portanto, para se ter um produto final
com alegagao de rico em fibra é necessario adicionar quantidades maiores que
3% de FOS, para compensar o0 consumo dos micro-organismos.
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Figura 2. 1: Cromatograma de FOS 5% (m/v). G (glicose), F (frutose), GF
(sacarose), GF3 (nistose) e GF4 (1-frutosilnistose).

500
4004
3004
]
-
2004
100+ 2_3(3]5-@ :
m ]
| | |
D_ jfL
0 50 100 150 200 250 0.0

Minutes

Figura 2. 2: Cromatograma da composicao de acucares do ensaio 1 da
bebida simbibtica a base de soja ao final da fermentacao. G (glicose), F (frutose),
GF (sacarose), GF3 (nistose) e GF4 (1-frutosilnistose).
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A presenca de sacarose (13 a 16 g/L) no inicio dos ensaios (1, 3, 4 e 5) nos
quais nao houve sua adigcéo, se deve ao fato de a prépria soja conter sacarose e
outros acucares como rafinose e estaquiose, que nos cromatogramas podem
apresentar um pico no mesmo tempo de retengao da sacarose, e em grande parte
sdo consumidos durante a fermentacdo. Isso é um fato positivo, pois esses dois
ultimos acucares sao responsaveis pelos fatores de flatuléncias que limitam o
consumo da soja (HOU et. al, 2000). A composicao da soja pode ser observada na

Figura 2.3 que apresenta o cromatograma da soja pura.
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Figura 2. 3: Cromatograma do extrato hidrossoluvel de soja 10% (m/v). G
(glicose), F (frutose), GF (sacarose).

O consumo da sacarose ndo corresponde ao valor real e sim
aproximadamente, pois sua concentracdo final pode ter sido acrescentada de
sacarose resultante da hidrolise dos FOS pelos micro-organismos.

O maior consumo dos FOS foi observado no ensaio 5, que foi realizado
com Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus, sem adicdo de
sacarose.

As contagens finais de células apresentaram valores superiores ao minimo
exigidos pela legislacdo 10° UFC/mL (Anvisa, 2002) variando de 6,30 a 8,45 log
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UFC/mL. A adicdo de sacarose provocou uma pequena diminuicdo na contagem
dos Lactobacillus spp, que pode ter ocorrido devido ao fato da sacarose
apresentar uma provavel inibicado no crescimento de L. rhaminosus de acordo com
Mondragon-Bernal (2009) que avaliou individualmente seu crescimento. A
contagem final de células para o ensaio cinco, com adicdo de Lactobacillus
bulgaricus, e Streptococcus thermophilus apresentou valores proximos ao ensaio
um (padréao) adicionado somente com probio6ticos, porém o que mais se aproximou
desse resultado foi o ensaio 3 que possuia somente a adicdo de Lactobacillus
bulgaricus. Alguns estudos utilizando culturas probidticas em conjunto com
Lactobacillus bulgaricus e/ou Streptococcus thermophilus, tem demonstrado que é
possivel se obter um produto final de qualidade, e que ha um crescimento tanto
das culturas de probiéticos como da cultura do iogurte (Donkor et. al.,2005;
Farnworth et. al. 2007; Wang et. al., 2003)

Na tabela 2.9 sdo apresentados os resultados de acidos produzidos durante

a fermentagéo.

Tabela 2. 9: Concentragao de &cido lactico e acético (g/L) na fermentagao
de extrato hidrossolluvel de soja por bactérias probibticas.

Acido lactico Acido acético
(g/L) (g/L)

Ensaios Inicial Final Inicial Final
1 4,22 7,06 0,31 0,43
2 3,99 6,06 0,29 0,50
3 4,04 6,90 0,40 0,43
4 3,91 7,33 0,34 0,33
5 4,10 7,18 0,29 0,34
6 4,01 5,76 0,34 0,51
7 3,71 4,38 0,39 0,37
8 3,85 3,90 0,35 0,36

Como pode-se observar houve uma maior producido de acido lactico em
relacdo ao acético, o que é uma caracteristica ideal para esse tipo de bebida, pois
quando ocorre uma relacao contraria, pode causar um sabor desagradavel no
produto. A producdo de acidos em bebidas fermentadas a base de soja pode
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variar em funcdo das culturas utilizadas e substratos adicionados na fermentacéo,
podendo apresentar maiores concentracées de acido acético em relacéo ao lactico
(Wang, 2002; Yeo & Liong, 2010; Donkor, 2007). Portanto as condi¢des utilizadas
nesse trabalho sdo adequadas para obtencdo de um produto final com um sabor
mais agradavel.

Os resultados obtidos estdo proximos aos observados por Mondragdn-
Bernal (2004), que estudando a producédo de bebida simbidtica a base de soja,
encontrou uma concentracdo de 7,09 g/L para acido lactico ao final da
fermentacao com leve producgéo de acido acético.

De uma forma geral as maiores concentragdes de acido lactico foram
obtidas para os ensaios que apresentaram um maior crescimento dos
Lactobaccilus, e quando adicionado a cultura de Streptococcus thermophilus
(ensaio 4), o que esta de acordo com resultado obtido por Wang, (2003), que
observou a producéao de acidos dessas culturas separadamente, verificando que a
producao de acido lactico foi maior para Streptococcus thermophilus.

2.4 - Conclusao

Diante dos resultados desse estudo conclui-se que a soja € um bom
substrato para o crescimento dos probioticos, podendo ser utilizada na producao
da bebida fermentada na maior concentracdo estudada (10%). Os fruto-
oligossacarideos sao consumidos durante a fermentagdo, e caso o produto
contenha a alegacao de rico em fibra (mais que 3% de oligossacarideos), estes
deverao ser adicionados no final da fermentacao, ou adicionados no inicio, numa
quantidade tal que compense o0 que € consumido pelos micro-organismos. Por
outro lado, deve-se ter um cuidado especial na adicao destes compostos, pois 0s
resultados mostraram que os FOS adicionados a bebida tendem a diminuir o
namero final de células. Os probidticos apresentaram um bom crescimento
obtendo no final do processo a concentragdo de células acima do exigido pela
legislagdo e nao interferiram negativamente nos resultados das variaveis
respostas estudadas, podendo ser adicionados na concentragdo de 5,5x10°
UFC/mL com excecao do L. paracasei que deve ser utilizado na concentragdo de
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1x10® UFC/mL, por apresentar influéncia negativa no crescimento de B. longum. A
temperatura do processo deve ser mantida em torno de 35°C.

A adicao de sacarose ao processo provocou um declinio mais acentuado no
pH e um menor consumo dos fruooligossacarideos, podendo ser adicionado para
manter os FOS em concentracées mais elevadas ao final da fermentacao. O uso
das culturas de Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus nao causou
grande variagdo no pH, e manteve as contagens finais dentro da concentragao
exigida, embora um pouco menores. Por ndo apresentarem nenhuma vantagem
em relacdo ao produto contendo somente probibticos, nos aspectos estudados
neste trabalho, devem ser excluidas deste tipo de produto.
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Capitulo 3

3. ESTUDO DA VIDA-DE-PRATELEIRA DE BEBIDA SIMBIOTICA A
BASE DE SOJA
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CAPITULO 3. ESTUDO DA VIDA-DE-PRATELEIRA DE BEBIDA
SIMBIOTICA A BASE DE SOJA

RESUMO

Durante o periodo de estocagem podem ocorrer alteragcbes nas
caracteristicas de bebida simbidtica fermentada. O presente trabalho teve como
objetivo estudar a vida-de-prateleira de bebida simbidtica a base de soja,
avaliando a influéncia da adicdo do extrato hidrossolivel de soja, fruto-
oligossacarideos (FOS), Bifidobacterium Ilongum, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus rhamnosus, e da
temperatura, observando alteracbes no processo pela adicdo de sacarose e
Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. As
analises realizadas foram: pH, sinérese, viscosidade, contagem de colbnias,
determinacdo da velocidade especifica de crescimento (Ux) e variagdo da
contagem de células (AX). Apds a fermentacgéo, realizada em condi¢des definidas
pelo planejamento Plackett & Burman, as amostras foram resfriadas e transferidas
para geladeira (3-8 °C) e as andlises realizadas nos tempos 0, 10, 20 e 30 dias. A
bebida apresentou alteracdes durante o periodo de estocagem, influenciadas
pelas condi¢coes de fermentacdo. A concentracao do extrato hidrossoluvel de soja
e FOS apresentaram um aumento da sinérese. Os probi6ticos em sua maioria
continuaram apresentando crescimento durante o periodo de estocagem e
contribuiram para manutencdo da caracteristica simbidtica do produto.
Temperaturas mais baixas durante a fermentagdo (em torno de 35 °C) foram
melhores para a estabilidade da bebida, pois obteve-se um produto com menor
sinérese e maior viscosidade. Em relagdo ao comportamento reoldgico todos os
ensaios se apresentaram como fluido Herschel-Bulkley, ndo sendo alterado
durante a vida-de-prateleira. A adicado de sacarose provocou um menor cConsumo
de FOS, a presenca de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus apresentou pouca variagdo no produto. Portanto a melhor
estabilidade durante a vida-de-prateleira foi obtida em condicdo de temperatura
em torno de 35° C, concentracao de soja 10 %, FOS 3 % e sacarose 12 %.
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Palavras chaves: bebida simbiotica, soja, vida-de-prateleira, sacarose, Plackett &

Burman.

3.1 —Introducao

Os consumidores desde alguns anos de uma maneira geral estdo mais
interessados em alimentos funcionais devido a diversos fatores: uma maior
conscientizacdo da relagdo entre saude e nutricdo, o interesse em prevenir ao
invés de curar doencas e aumento da evidéncia cientifica para sua eficacia
(Sanders, 1998).

Estudos vém sendo realizados para a producédo de alimentos adicionados
de prebidticos (Hauly et. al. 2005), no qual os frutooligossacaridos sdo os mais
utilizados, e de probidticos, sendo que as culturas mais estudadas sao as
Bifidobacterium e Lactobacillus (Cunha et. al., 2008; Donkor et. al., 2005;
Farnworth et. al., 2007). A maioria das pesquisas tem sido desenvolvida para
avaliar a adicdo em conjunto dos probidticos e prebioticos, obtendo-se um produto
final de melhor qualidade (Akalin et. al., 2007; Yeo & Liong 2010).

Na producédo de alimentos probidticos, deve-se selecionar as cepas que
mantém sua viabilidade durante sua elaboracdo e armazenamento, que
sobrevivam a passagem pelo trato gastrointestinal, e que confiram propriedades
tecnoldgicas adequadas a esse produto (Komatsu, et al., 2008).

O extrato hidrossoluvel de soja tem sido estudado para producao de bebida
simbidtica e tem se apresentado como um excelente meio para o cultivo dos
probidticos, porém as condicbes do processo devem ser otimizadas para nao
prejudicarem na qualidade do produto (Mondrag6n-Bernal, 2009).

E importante que um alimento mantenha sua qualidade no periodo de
estocagem, pois muitas sdo as reacdes de transformacdo dos alimentos
processados em suas vidas uteis. O alimento esta sujeito ao periodo de vida util,
mesmo mantendo a deterioracdo microbiana sob controle, outras reacées, tais
como alteragbes de cor, sabor, textura, qualidade nutricional e funcional podem
comprometé-lo. Os fatores que influenciam a velocidade das reacbes de
transformacao sao varios: temperatura, umidade, atividade de agua, acidez, teor

57



de oxigénio, estado da matriz sélida, presenca de catalisadores e outros (Moura &
Germer, 2004).

Mondragdn-Bernal (2009) avaliou a vida-de-prateleira de bebida simbidtica
a base de soja e observou que a sacarose € um importante ingrediente na
melhora da estabilidade do produto durante a vida-de-prateleira, e que o pH
durante esse periodo apresenta uma queda.

Assim a partir do exposto acima o presente trabalho objetivou avaliar a vida-
de-prateleira da bebida simbidtica a base de soja, acrescentada de fruto-
oligossacarideos e dos seguintes probibticos: Bifidobacterium longum,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei e Lactobacillus
rhamnosus, e analisar o efeito da adicao de sacarose, Streptococcus thermophilus
e Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus ao produto.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 — Material

3.2.1.1 - Matéria-prima

A matéria-prima utilizada neste trabalho foi a seguinte: Extrato hidrossoluvel
de soja organico, (Provesol PSA Organico — Brasil), Antiespumante lecitina de soja
(Doremus - Brasil) (grau alimenticio), Fruto-oligossacarideos (FOS) (Raftilose 95®
da Orafti — Bélgica) e Sacarose (Synth — Brasil).

3.2.1.2 - Culturas

Os micro-organismos utilizados (Bifidobacterium longum BL04, Lactobacillus
acidophilus LAC4, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei LBC81, Lactobacillus
rhamnosus LR32, Streptococcus thermophilus TA40 e Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus LB340), foram fornecidos pela Danisco liofilizados e em
embalagens lacradas.
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3.2.1.2.1 — Contagem dos micro-organismos liofilizados

Foi realizada a verificacdo da concentracdo de células dos envelopes dos
micro-organismos liofilizados de acordo com metodologia proposta por Vinderola &
Reinheimer (2000) e modificada por Mondragén-Bernal (2004). Os envelopes com
as culturas liofilizadas foram abertos em condicbes assépticas e pesados 0,01 g
dos micro-organismos, transferidos para tubos com agua peptonada 0,1% e
incubados a 37°C durante 30 minutos para ativagdo dos micro-organismos.
Posteriormente, realizou-se diluicdo decimal e plagueamento por profundidade em
meio agar MRS, em duplicata. As placas foram incubadas a 37°C por 72 horas,
em anaerobiose e aerobiose, e posteriormente foi realizada a contagem e

identificacao das col6nias.

3.2.1.2.2 - Avaliacao da viabilidade celular dos probioticos apos
congelamento

Envelopes com as culturas liofilizadas foram abertos em condigdes
assépticas, pesados e transferidos para tubos contendo extrato hidrossoltuvel de
soja 6% (m/v), incubados por 30 minutos em repouso, a 37°C, para ativagdo dos
micro-organismos. Fez-se entdo diluicdo decimal em agua peptonada e
plagueamento por profundidade em meio agar MRS. As placas foram incubadas a
37°C por 72 horas, em anaerobiose e aerobiose e realizada a contagem das
colénias. Apdés a diluicdo os tubos contendo os micro-organismos em extrato
hidrossoluvel de soja 6% (m/v) foram congelados.

Depois de aproximadamente 24 horas de congelamento, as amostras foram
descongeladas a temperatura ambiente e realizada a diluicao decimal e o
plagueamento conforme descrito anteriormente. Calculou-se a porcentagem de
reducado de colbnias pelo congelamento através da contagem antes e depois de
congelar as amostras. A reducao da viabilidade de cada probi6tico se encontra na
Tabela 3.1.
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Tabela 3. 1: Perda da viabilidade dos probiéticos pelo congelamento.

Micro-organismos Contagem antes de Contagem depois de Reducao da
congelar (UFC/mL) congelar (UFC/mL) viabilidade (%)
L. acidophilus 9,1x10° 3,3x10° 63,7%
L. paracasei 5,1x10’ 2,1x10’ 58,8%
L. rhamnosus 3,3x10° 2,7x10° 18,2%
B.longum 6,9x10" 4,3x10" 37,7%

3.2.1.3 - Meio de Cultura
Agar MRS (Oxoid - Inglaterra) adicionado de 0,01% azul de anilina.

3.2.2 — Metodologia

3.2.2.1 - Preparo do inoculo

No preparo do in6culo, os envelopes com as culturas liofilizadas foram
abertos em condicées assépticas, pesados e transferidos para frascos contendo
extrato hidrossoluvel de soja 6% (m/v), incubados por 30 minutos em repouso, a
37°C, e posteriormente congelados (-18 °C). Para a fermentagdo o indculo foi
descongelado a temperatura ambiente e transferido para o meio a ser fermentado.

3.2.2.2 - Fermentacao

A fermentagéo foi conduzida em tubos de 50 mL fechados contendo o meio
a ser fermentado pasteurizado a 116°C por 4 minutos e resfriado rapidamente
(Mondragén-Bernal 2004). A fermentacao foi realizada até o pH do meio atingir
valores proximo a 5, amostras foram coletadas periodicamente para anélise de:

pH, contagem dos probiéticos, determinagéo de acido acético e acido lactico.

3.2.2.3 - Vida-de-prateleira

Apo6s a fermentagdo as amostras foram resfriadas e armazenadas em
geladeira (3-8°C) para estudo da vida-de-prateleira do produto. Amostras foram
coletadas nos tempos 0, 10, 20 e 30 dias e analisadas quanto a: pH, viscosidade,
sinérese e contagem dos probidticos. As amostras foram congeladas para
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posterior avaliacdo da concentracdo de acido lactico, acido acético e fruto-

oligossacarideos.

3.2.2.4

Primeiro foi realizado um planejamento experimental para avaliar o efeito

— Condicoes do processo

das variaveis: concentracdo de inéculo, composicdo do meio e temperatura do
processo sobre contagem dos probiéticos e pH. Posteriormente, as variaveis
foram fixadas, e novos ensaios realizados com adicdo de sacarose e diferentes
micro-organismos introduzidos. O planejamento experimental adotado foi do tipo
Plackett & Burman de 12 ensaios e trés pontos centrais, com um total de 15
2009),
concentracdo do extrato hidrossoluvel

ensaios (Rodrigues & lemma, sendo 7 variaveis independentes:

de soja, concentracdo de fruto-
oligossacarideos, temperatura, contagem inicial de: L. acidophilus, L. paracasei, L.
rhamnosus e B.longum. Na Tabela 3.2 estdo apresentadas as condi¢cdes dos

ensaios com as variaveis codificadas e reais.

Tabela 3. 2: Matriz do delineamento do Plackett & Burman com valores reais entre
parénteses.

Variaveis independentes

Ensaio | EHsoja FOS Temp. L. acidophilus L. paracasei L.rhamnosus  B.longum
(%) (%)  (C)  (UFC/mL)  (UFC/mL)  (UFC/mL)  (UFC/mL)

1 1(10)0 -1(3) 1(40) -1(1x10% -1(1x10% -1(1x10° 1 (1x10)
2 1(10) 1(5) -1(84) 1(1x10") -1 (1x10% -1(1x10% -1 (1x10%
3 -1(4) 1(5) 140) -1(1x10% 1(1x10") -1 (1x10% -1 (1x10°%
4 1(10) -1(3) 1(40) 1(1x10") -1 (1x10% 1(1x10") -1 (1x10%
5 1(10) 1(5) -1(384) 1(1x10") 1(1x10) -1(1x10% 1 (1x10")
6 1(10) 1(5) 1(40) -1(1x10% 1(1x10) 1(1x10") -1 (1x10%
7 -1(4) 1(5) 1(40) 1(1x10) -1(1x10% 1(1x10") 1 (1x10)
8 -1(4) 13 140 1(1x10) 1(1x10) -1(1x10% 1 (1x10)
9 -1(4) 13 -1(34) 1(1x10) 1(1x10") 1(1x10") -1 (1x10%
10 1(10) -1(3) -1(84) -1(1x10% 1(1x10) 1(1x10") 1(1x10")
11 -1(4) 1(5) -1(384) -1(1x10°% -1(1x10% 1(1x10") 1(1x10")
12 -1(4) -1(3) -1(84) -1(1x10% -1(1x10% -1(1x10% -1 (1x10°
13 0(7) 0(4) 0(37) 0(55x10% 0(55x10% 0(55x10°% 0 (5,5x10°
14 0(7) 0(4) 0(37) 0(55x10% 0(55x10% 0(55x10° 0 (5,5x10°
15 0(7) 0(4) 0(37) 0(55x10% 0(55x10% 0(55x10° 0 (5,5x10°
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A partir dos resultados obtidos no planejamento experimental foram
realizados outros ensaios variando a concentragdo de sacarose, Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus bulgaricus (Tabela 3.3), sendo realizados nas
seguintes condigoes: temperatura 35°C, 10% (m/v) de extrato hidrossolivel de
soja, 3% (m/v) de fruto-oligossacarideos, 5,5x10° UFC/mL de L. acidophilus, L.

rhamnosus e B.longum e 1x10° UFC/mL de L. paracasei.

Tabela 3. 3: Concentracao do inéculo e de sacarose.

Ensaio Sac. TA LB
(%)  (UFC/mL)  (UFC/mL)

1 0 0 0
2 12 0 0
3 0 0 1 x10°
4 0 1 x10° 0
5 0 1 x10° 1 x10°
6 12 0 1 x10°
7 12 1 x10° 0
8 12 1 x10° 1 x10°

*Sac: sacarose, TA: Streptococcus thermophilus, LB: Lactobacillus bulgaricus,.

3.2.2.5 - Metodologia Analitica

3.2.25.1 - Medicao do pH
O pH das amostras foi medido em potencidmetro Mettler Toledo 320 pH
Meter

3.2.2.5.2 - Medida de Sinérese

Foi medido o volume de soro separado do meio fermentado, calculando-se
a porcentagem correspondente ao volume total de amostra (Mondrag6n-Bernal,
2004).

3.2.2.5.3 - Contagem de Colénias

Para contagem de probidticos, presentes na bebida simbibtica, aliquotas de
imL de amostra foram transferidos para tubos com 9 mL de agua peptonada
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(0,1%), a partir dessa diluicao foram feitas diluicoes subseqlentes necessarias a
analise do produto. Das diluicdes adequadas realizou-se o plagueamento em
profundidade em meio Agar MRS com 0,01% azul de anilina, incubadas por 72h a

37°C em aerobiose e anaerobiose (Mondragén-Bernal, 2009).

3.2.2.5.4 - Determinacao das propriedades reoldgicas

As propriedades reoldgicas das amostras foram analisadas utilizando
redmetro Physica MCR301 (Anton Paar GmbH, Alemanha), com geometria cone
placa de 5 cm, angulo 2,013, truncamento 208 micron. A temperatura utilizada foi

de 20 °C. Os parametros reoldgicos foram determinados utilizando o software
STATISTICA 8.0 (StatSoft Inc., USA).

3.2.2.5.5 - Analise de Fruto-oligossacarideos

Para a analise de fruto-oligossacarideos fez-se a remocédo de células e
proteinas adicionando-se 0,01 mL de &cido citrico 1M a cada 1,0 mL de amostra
que foram centrifugadas em centrifuga Sorval refrigerada a 9640 g por 10 min a 5
°C. O sobrenadante foi diluido em agua deionizada e filtrado em filtros de 0,22 pm
(Mondragén-Bernal, 2004).

As amostras foram identificadas e quantificadas por cromatografia de ions
(HPLC-PAD), utilizando um sistema Dionex DX-500 (Sunnyvale, CA, EUA), que
consiste de uma bomba gradiente GP50, um detector eletroquimico ED-40
operando na forma de pulso amperométrico (eletrodo de ouro e eletrodo de
referéncia de Ag-AgCl). Os produtos foram analisados em uma coluna de troca
aniénica CarboPac PA 100 (240 x 4 mm) e pré-coluna CarboPac PA100 (50 x 4
mm). A eluicdo foi realizada a 1 mL.min™" em uma solucdo de NaOH (100 mM) e
um gradiente linear de NaOH 100 mM contendo acetato de sdédio (0 - 500 mM). A
curva padrao foi construida utilizando-se padrbes de kestose, nistose e 1-
frutosilnistose (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), glicose, frutose e sacarose
(Merck). A identificagdo e quantificacdo dos agucares foram realizadas,
respectivamente, por meio do tempo de retencao (ig) e padronizagdo externa com
a injecdo de no minimo 7 pontos em concentragdes diferentes dos acucares
padroes de grau cromatografico. (Aguiar-Oliveira, 2010).
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3.2.2.5.6 - Analise de acidos

Para a analise de acidos acético e lactico, as amostras foram preparadas de
acordo com metodologia proposta por Donkor et al. (2005) com algumas
modificagées. Foram adicionados 0,2 mL de &cido nitrico 15,5 M e 2 mL de agua
deionizada em 6 mL de amostras. A mistura foi centrifugada em centrifuga Nova
Técnica a 785 g por 20 minutos para remocdao de células e proteinas.
Posteriormente o sobrenadante foi filtrado em filtros de 0,22 pm, diluido e
analisado em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Usou-se um
cromatografo a liquido Varian modelo 9010 com injetor automatico, forno para
coluna, bomba ternaria e detectores UV-Vis e indice de refragcdo conectados em
série. A fase mével consistiu em uma solugdo aquosa de &cido sulfurico pH 2,60.
A eluigéo foi isocratica com vazao da fase mével de 0,6 mL/min, em coluna de
troca ibnica Aminex HPX-87H (BioRad) de 300 mm x 7,8 mm x 9 um, e respectiva
pré-coluna aquecidas a 35°C. A detecgdo dos compostos foi realizada por detector
UV-Vis com comprimento de onda fixado em 204 nm (para a quantificacdo dos
acidos lactico e acético). O tempo total da analise foi de 20 minutos (Cruz et al.,
2010).

3.2.2.5.7 - Cinética de crescimento microbiano

Foram determinadas a velocidade especifica de crescimento e a variacao
do numero de células A velocidade especifica de crescimento (L) foi calculada de
acordo com a equacao 1:

dX Equacéo 1

t

Hx=

x|

onde X= numero de células. A variacdo do numero de células (Ax) foi calculada
pela diferenga entre as contagens final e inicial. A velocidade especifica de
crescimento foi calculada para contagem total de probidticos e a variacdo do
namero de células para Lactobacillus spp. e Bifidobacterium longum.
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3.3 - Resultados e Discussao

3.3.1 — Resultado do planejamento experimental Plackett &
Burman

Os resultados obtidos para as varidveis dependentes durante a vida-de-
prateleira sdo apresentados na Tabela 3.4. Pode-se observar que o valor de pH
durante o armazenamento continua diminuindo, atingindo valores finais entre 3,77
a 4,08, o que é comum ocorrer quando se trata de bebidas fermentadas, a base
de soja ou leite, com adicao de prebidticos e/ou probidticos, como observado por
Kempka et. al. (2002), Mondragén-Bernal (2009) e Hauly et. al. (2005).

Os ensaios apresentaram aumento da sinérese ao longo dos dias de
armazenamento, sendo que alguns ensaios apresentaram esse aumento apenas
em 10 dias (1, 3, 10, 11, 13, 14, 15) ou mantiveram constante durante todo o
periodo analisado (7, 8, 9). A viscosidade aparente de uma forma geral apresenta
um aumento ao longo da vida-de-prateleira, relacionado a um menor valor do pH e
ao ponto isoelétrico da soja. A concentracdo de probidticos expressa pela
contagem total, na maioria dos ensaios sofre uma pequena variagdo diminuindo
ou aumentando no decorrer da vida-de-prateleira, apresentando em todos os
resultados valores acima do minimo exigidos pela legislagdo 10° UFC/mL (Anvisa,
2002), variando de 1,1x10% a 1,5x10° UFC/mL.

A confiabilidade desses resultados é reduzida devido a variabilidade dos
bioprocessos que envolvem micro-organismos, e ao fato da metodologia utilizada,
para contagem de colbnias, estar sujeita a variabilidades consideraveis, apesar
das repeticdes realizadas. Isto pode ser constatado pelos valores obtidos nos
pontos centrais (ensaios 13 a 15) que apresentaram grande variacao.

65



Tabela 3. 4: Resultados do planejamento Plackett & Burman para: pH, sinérese, viscosidade aparente e contagem total (CT)

durante a vida-de-prateleira de bebida simbio6tica fermentada a base de soja.

0 dias 10 dias 20 dias 30 dias
Ensaio | pH ?09:)' (;1;2) (IogUCIZI/mL) PH ?ol/?) (;];‘g) (Iochl:;glmL) PH ?;:)- (;1;2) (IogUCFZ/mL) PH ?;:)- (;1;2) (|ogu?=g/mL)

150s™ 150s™ 150s™ 150s™
1 50 552 0,016 8,74 45 919 0,017 8,30 44 919 0,016 9,17 41 919 0,017 9,11
2 5,1 5,52 0,033 8,50 4.4 5,52 0,035 8,74 4,3 7,35 0,035 8,86 39 9,19 0,040 9,01
3 5,1 7,35 0,013 8,35 4,2 11,03 0,014 8,51 4.1 11,03 0,014 8,74 3,9 11,03 0,014 8,63
4 48 552 0,017 8,40 45 735 0,018 8,27 45 735 0,018 8,28 42 11,03 0,018 8,04
5 5,1 5,52 0,036 8,46 4,3 9,19 0,037 8,80 4.4 9,19 0,037 8,65 41 11,03 0,041 8,87
6 5,0 5,52 0,025 8,53 4.4 7,35 0,024 8,69 4,2 7,35 0,027 8,81 4,0 11,03 0,026 8,59
7 46 9,19 0,013 8,47 43 919 0,014 8,39 42 919 0,014 8,41 40 9,19 0,013 8,22
8 48 735 0,014 8,26 44 735 0,015 8,33 43 735 0,015 8,38 40 7,35 0,016 8,55
9 5,1 3,68 0,025 8,18 4,3 3,68 0,029 9,14 4,3 3,68 0,031 8,61 3,9 3,68 0,032 8,95
10 51 3,68 0,053 8,53 43 735 0,051 8,66 44 735 0,060 8,94 39 735 0,064 8,83
11 52 1,84 0,032 8,45 43 368 0,037 8,66 40 3,68 0,040 9,08 3,8 368 0,040 8,88
12 5,2 1,84 0,038 8,20 4,2 3,68 0,044 8,64 4.1 4,60 0,045 8,80 3,9 4,60 0,047 8,55
13 50 1,84 0,049 8,30 42 368 0,058 8,48 42 368 0,060 8,59 40 368 0,063 8,66
14 50 3,68 0,020 8,54 43 552 0,021 8,53 41 552 0,021 8,77 38 552 0,023 8,88
15 5,0 3,68 0,025 8,52 4,2 5,52 0,025 8,68 4,0 5,52 0,026 8,88 3,8 552 0,027 9,13

* Sin.= Sinérese, Nap (Pa.s)150s'= viscosidade aparente calculada a deformagéo y= 150 s (para mastigacéo de alimentos),
CT = Contagem total.
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Na Tabela 3.5 sdo apresentados os resultados para py (h'') e Ax (log

UFC/mL). Pode-se observar que a velocidade especifica de crescimento

apresentou valores baixos, nos ensaios quatro e sete foi negativa, o que significa

que houve um declinio da viabilidade dos probiéticos durante a vida-de-prateleira

apenas para esses ensaios. Os resultados apresentados com valores positivos

variaram de 0,02 a 0,07. A variacdo de crescimento dos Lactobacillus spp foi

negativa para os ensaios quatro e sete e a do Bifidobacterium longum apenas

para o ensaio sete.

Tabela 3. 5: Resultados obtidos no planejamento Plackett & Burman para: px

velocidade especifica de crescimento e Ax variagdo do numero de células durante

vida-de-prateleira.

Be (h7) Ax (log UFC/mL)
Ensaios CT LC BL
1 0,03 0,31 0,40
2 0,04 0,48 0,34
3 0,05 0,24 1,12
4 -0,02 -0,33 0,88
5 0,03 0,27 1,31
6 0,03 0,13 1,19
7 -0,02 -0,13 -0,43
8 0,02 0,10 1,06
9 0,06 0,70 0,97
10 0,02 0,34 1,07
11 0,03 0,28 0,59
12 0,07 0,22 0,85
13 0,03 0,47 0,47
14 0,04 0,34 0,35
15 0,05 0,63 0,59

**LC: Lactobacillus spp., BL: Bifidobacterium longum

Os resultados apresentados pelas variaveis dependentes durante a vida-de-

prateleira foram analisados pelo software STATISTICA 8.0 (StatSoft Inc., USA).

Na Tabela 3.6 sao apresentados os resultados dos efeitos para sinérese e

viscosidade aparente. Foi utilizado o nivel de 80% de confianca para avaliar esses
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resultados, para nao deixar de incluir variaveis que apresentaram efeito
significativo no processo podendo ser utilizado esse nivel por se tratar de um
processo com alta variabilidade, sendo assim as variaveis que apresentaram
efeito significativo na sinérese foram o extrato hidrossolivel de soja, FOS,
temperatura, L. acidophilus e L. rhamnosus, e como ja foi dito anteriormente esses
resultados apresentam uma menor confiabilidade devido a variabilidade dos

bioprocessos que envolvem micro-organismos.

Tabela 3. 6: Efeitos das variaveis sobre a sinérese e viscosidade aparente (nap)
durante a vida-de-prateleira de bebida simbibtica fermentada a base de soja do

delineamento experimental Plackett & Burman.

Efeitos estimados para sinérese (%)

Variaveis independentes 0 dias 10 dias 20 dias 30 dias
R® 0,8639 0,7740 0,7754 0,9074
Média 5,209 7,048 7,277 8,197
Curvatura -4,290 -4,290 -4,749 -6,588
X1: EHsoja (%) 0,000 1,226 1,379 3,217
X2: FOS (%) 1,226 1,226 1,379 1,992
X3: Temperatura (°C) 3,064 3,064 2,605 3,217
X4: L. acidophilus (UFC/mL) 1,838 0,000 0,153 0,766
X5: L. paracasei (UFC/mL) 0,613 1,226 0,766 0,766
X6: L. rhamnosus (UFC/mL) -0,613 -1,226 -1,685 -1,072
X7: B.longum (UFC/mL) 0,613 1,226 0,766 -0,460
Efeitos estimados para viscosidade aparente (1gp) (Pa.s)
Variaveis independentes 0 dias 10 dias 20 dias 30 dias
R? 0,7067 0,6640 0,6774 0,6905
Média 0,026 0,028 0,029 0,031
Curvatura 0,010 0,014 0,012 0,014
X1: EHsoja (%) 0,007 0,005 0,005 0,007
X2: FOS (%) -0,002 -0,002 -0,003 -0,003
X3: Temperatura (°C) -0,020 -0,022 -0,024 -0,027
X4: L. acidophilus (UFC/mL) -0,007 -0,007 -0,008 -0,008
X5: L. paracasei (UFC/mL) 0,003 0,001 0,002 0,003
X6: L. rhamnosus (UFC/mL) 0,003 0,002 0,005 0,003
X7: B.longum (UFC/mL) 0,002 0,001 0,002 0,002

* Em negrito apresentam-se as variaveis com efeito significativo (p<0,20).
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Como premissa, é importante que o produto apresente menor porcentagem
de sinérese, pois torna seu aspecto melhor, principalmente quando comercializado
em embalagens transparentes. A analise dessa resposta permite observar que
soja e FOS apresentaram efeito positivo na sinérese, ou seja, quanto maior a
concentracao desses substratos maior sera a sinérese. Mondragén-Bernal (2009)
estudou a vida-de-prateleira de bebida simbiética a base de soja avaliando a
influéncia da concentracao de sacarose, lactato de calcio, extrato hidrossoluvel de
soja, FOS, polidextrose e proporcao de L. rhamnosus para diferentes variaveis
dependentes entre elas a sinérese, observando que a concentragdo de soja e
FOS apresentaram um efeito negativo sobre essa variavel. Esse resultado é
contrario ao encontrado neste trabalho que pode ser devido ao fato da bebida
fermentada por Mondragon-Bernal (2009) ser adicionada de sacarose e
polidextrose, e além de ter sido utilizada uma UGnica temperatura (37°C) para a
fermentacdo da bebida. Nesta pesquisa a temperatura se apresentou com efeito
positivo durante toda a vida-de-prateleira sobre a sinérese, tendo grande influéncia
sobre essa resposta. Quanto menor a temperatura utilizada na fermentagcédo menor
a sinérese durante o periodo de estocagem.

A soja apesar de influenciar positivamente a sinérese, apresenta também
essa caracteristica no crescimento dos probiéticos, sendo importante sua adicao
na concentracdo mais elevada estudada, ja que ela contribui para um aumento da
sinérese somente no final da estocagem.

A concentragcdo de L. acidophilus apresentou efeito positivo sobre a
sinérese no primeiro dia de armazenamento, o mesmo foi observado em estudo
realizado por Antunes et. al. (2004), que ao adicionarem a cultura de L.
acidophilus ao iogurte desnatado verificaram uma maior sinérese do produto.

A concentracdo de L. rhamnosus apresentou efeito negativo sobre a
sinérese, que era um resultado esperado devido ao fato que sua adigcdo na
producédo da bebida fermentada diminui a sinérese em até 14%, de acordo com
estudo realizado por Mondragén-Bernal (2009) que avaliou a producao de bebida
fermentada a base de soja com diferentes composicées com e sem adicao de L.

rhamnosus.
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Em relagdo a viscosidade aparente, como pode ser observado a 80% de
confianca (Tabela 3.6), apenas a temperatura apresentou efeito significativo
negativo sobre essa variavel. Como a temperatura estudada é a da fermentacgéo,
esse efeito negativo pode estar relacionado ao menor crescimento dos probibticos
em temperaturas mais elevadas durante a fermentacdao (Mondragén-Bernal,
2004), e consequentemente uma menor taxa de atividade metabdlica, levando a
uma menor alteracdo do meio e viscosidade aparente do produto (Haque et. al.,
2001).

Os resultados obtidos para os efeitos na contagem total, velocidade
especifica, e variagdo do crescimento, sdo apresentados na Tabela 3.7.

A 90% de confianca as variaveis que apresentaram efeito significativo sobre
a contagem total, velocidade especifica de crescimento e variagdo do numero de
células, foram o extrato hidrossoluvel de soja, temperatura, L. acidophilus, L.
paracasei, B.longum e L. rhamnosus.

O extrato hidrossoluvel de soja apresentou efeito positivo sobre a contagem
total no primeiro dia de estocagem, ou seja, no final da fermentagcdo. Como os
probidticos apresentaram um bom crescimento em soja (Mondrag6n-Bernal,
2004), sua concentracao inicial vai contribuir para esse crescimento durante a
fermentacao até o inicio da estocagem. Esse fato, porém, ndo é observado no
décimo dia, pois em temperaturas baixas ha pouco crescimento, nao interferindo
consequentemente no Uk e Ax dos probioticos durante a vida-de-prateleira.

A temperatura apresentou efeito negativo na contagem total no décimo dia
de estocagem, na velocidade especifica de crescimento e na variacdo da
contagem de B. longum. O aumento da temperatura durante a fermentagéo leva a
um menor crescimento dos probidticos principalmente do B. longum (Crittenden et.
al., 2001), que reflete no crescimento durante a vida-de-prateleira. Os probioticos
apresentam um melhor crescimento em temperaturas mais baixas (em torno de
35°C) durante a fermentacéo e continuam apresentando um pequeno crescimento
durante a vida-de-prateleira.

Para contagem total durante a vida-de-prateleira a concentracdo de L.
acidophilus apresentou efeito negativo em vinte dias de estocagem e a
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concentracdo de B.longum e L. paracasei apresentaram efeito positivo em zero e

dez dias de estocagem respectivamente.

Tabela 3. 7: Efeito das variaveis sobre a contagem total durante a vida-de-
prateleira da bebida simbibdtica fermentada a base de soja do delineamento
experimental Plackett & Burman.

Efeitos estimados para contagem total (log UFC/mL)

Varidveis independentes 0 dias 10 dias 20 dias 30 dias
R® 0,8019 0,8397 0,7690 0,5362
Média 8,423 8,593 8,728 8,687
Curvatura 0,061 -0,057 0,029 0,403
X1: EHsoja (%) 0,207 -0,035 0,115 0,111
X2: FOS (%) 0,073 0,071 0,064 0,028
X3: Temperatura (°C) 0,070 -0,360 -0,188 -0,324
X4: L. acidophilus (UFC/mL) -0,088 0,033 -0,390 -0,158
X5: L. paracasei (UFC/mL) -0,073 0,186 -0,078 0,101
X6: L. rhamnosus (UFC/mL) 0,007 0,083 -0,079 -0,202
X7: B.longum (UFC/mL) 0,128 -0,141 0,087 0,113
Efeitos estimados para pix (h™') e Ax (log UFC/mL).
Variaveis independentes Uy (h ™) Ax (LC) Ax (BL)
R® 0,8451 0,7624 0,721
Média 0,028 0,778 0,303
Curvatura 0,019 -0,615 0,264
X1: EHsoja (%) -0,013 0,169 -0,099
X2: FOS (%) -0,002 -0,182 -0,049
X8: Temperatura (°C) -0,026 -0,152 -0,399
X4: L. acidophilus (UFC/mL) -0,021 -0,180 -0,149
X5: L. paracasei (UFC/mL) 0,013 0,683 0,170
X6: L. rhamnosus (UFC/mL) -0,022 -0,136 -0,213
X7: B.longum (UFC/mL) -0,017 -0,226 -0,093

* Em negrito apresentam-se as variaveis com efeito significativo (p<0,10). *LC: Lactobacillus spp.,
BL: Bifidobacterium longum.

A concentracao de L. acidophilus, L. rhamnosus e B.longum apresentaram
efeito negativo sobre a velocidade especifica de crescimento durante a vida-de-
prateleira, ou seja, quanto maior a concentragcéo utilizada desses probibticos para
a fermentagédo, menor sera a velocidade especifica de crescimento durante a vida-

de-prateleira.
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A variacao de crescimento para Lactobacillus spp foi afetada apenas pela
concentracdo de L. paracasei que apresentou efeito significativo positivo e para
B.longum, nenhuma das variaveis interferiram na variagdo do numero de células.

De uma forma geral as contagens durante a vida-de-prateleira
apresentaram poucas variagdes, sendo que somente 0s ensaios quatro e sete
apresentaram um pequeno declinio, mas continuaram com valores acima do
exigido. Em estudos realizados para bebidas fermentadas estocadas sobre
refrigeracao, os probidticos em grande parte mantém a concentragdo no produto
(Zacarchenco & Massaguer-Roig, 2004; Donkor et. al., 2007; Vinderola et. al.,
2000).

Os FOS néao apresentaram efeito significativo no crescimento dos
probidticos durante a vida-de-prateleira.

Na Tabela 3.8 sdo apresentados os parametros reoldgicos da bebida,
obtidos a partir dos dados de taxa de deformacdo e tensdo de cisalhamento
(curvas de escoamento). O valor da viscosidade aparente (ngp) foi calculado
através da equacdo 2, utilizando taxa de deformacdo de 150 s, valor tipico de
processamento e para mastigacao dos alimentos.

Nap= (00/ ¥) + k. y"™" Equacéo 2

onde, ngp = viscosidade aparente a 150s™” (Pa.s), 6o = tensdo residual ou tensdo
inicial de cisalhamento (Pa), y = taxa de deformacdo (1/s), k = indice de
consisténcia (Pa.s"), n = indice comportamento de escoamento (-). Analisando-se
0s parametros encontrados pode-se observar que todos os ensaios apresentaram-
se como fluido Herschel-Bulkley, caracterizado pela presenca de uma tensao
inicial (ocp) e relacdo entre tensdo de cisalhamento e taxa de deformacdo nao
linear, diferentemente de bebidas fermentadas a partir do leite que apresentam
geralmente caracteristica de fluido pseudoplastico, caracterizado por ndo possuir
tensdo inicial (Penna et. al., 2001). Essa caracteristica ndo foi alterada durante a
vida-de-prateleira, e houve um bom ajuste do modelo aos dados experimentais
(R®> 0,9999).
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Tabela 3. 8: Modelos reoldgicos ajustados (R? > 0,998) para bebidas simbiéticas
fermentadas a base de soja durante a vida-de-prateleira do delineamento

experimental Plackett & Burman.

Ensaio Dias Co k (Pa.s") n(-) TNap (Pa.s)
(Pa) (y=150s™)
0 0,2685 0,1641 0,5145 0,0162°
1 10 0,2035 0,1704 0,5291 0,0174°
20 0,1745 0,1917 0,4948 0,0164%
30 0,2268 0,1694 0,5208 0,0168%
0 0,3146 0,5350 0,4302 0,0328°
2 10 0,3731 0,6446 0,4067 0,0354°
20 0,3305 0,6123 0,4174 0,0352°
30 0,4068 0,7047 0,4113 0,0396°
0 0,1413 0,0968 0,5786 0,0126°
3 10 0,1184 0,1335 0,5363 0,0138°
20 0,1057 0,1416 0,5229 0,0137°
30 0,1267 0,1406 0,5280 0,01417
0 0,1461 0,1860 0,5058 0,0166°
4 10 0,2386 0,1483 0,5562 0,0176°
20 0,1840 0,1625 0,5439 0,0178
30 0,2270 0,1550 0,5582 0,0184°
0 0,2961 0,5270 0,4530 0,0358°
5 10 0,3491 0,5744 0,4407 0,0370°
20 0,1633 0,7528 0,3905 0,0366°
30 0,3251 0,8498 0,3821 0,0406°
0 0,3655 0,2535 0,5305 0,0241°
6 10 0,3325 0,2630 0,5068 0,0244°
20 0,3419 0,2740 0,5168 0,0266°
30 0,3550 0,2766 0,5085 0,0259%
0 0,1885 0,1001 0,5773 0,0133°
7 10 0,2257 0,0950 0,5878 0,0135°
20 0,2118 0,1037 0,5860 0,0144°
30 0,2049 0,1007 0,5678 0,0129°
0 0,1430 0,1285 0,5502 0,0144°
8 10 0,0922 0,1672 0,5057 0,0147°
20 0,1343 0,1574 0,5236 0,0153°
30 0,1261 0,1675 0,5157 0,0156°
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Continuacao da tabela 3.8

Ensaio Dias Co k (Pa.s") n(-) TNap (Pa.s)
(Pa) (y=150s™)
0 0,2454 0,3032 0,4901 0,0250°
9 10 0,2259 0,5038 0,4208 0,0279°
20 0,1821 0,5674 0,4146 0,0314%
30 0,3182 0,6017 0,4040 0,0325°
0 0,5632 1,0455 0,3898 0,0529°
10 10 0,7350 0,8762 0,4142 0,0514°
20 0,6203 1,2117 0,3854 0,0598°
30 0,7877 1,3890 0,3677 0,0637°
0 0,3442 0,4528 0,4585 0,0323°
11 10 0,3542 0,6596 0,4098 0,0366°
20 0,4894 0,7023 0,4138 0,0405%
30 0,5613 0,6681 0,4201 0,0403%
0 0,3303 0,7461 0,3952 0,0382°
12 10 0,3521 0,9441 0,3762 0,0438°
20 0,4014 0,9285 0,3816 0,0446™
30 0,4611 1,0281 0,3690 0,0466°
0 0,4359 0,8656 0,4144 0,0489°
13 10 0,5190 1,0516 0,4079 0,0576°
20 0,4868 1,1431 0,3991 0,0596"
30 0,5423 1,3050 0,3829 0,0629%
0 0,1059 0,2972 0,4562 0,0202°
14 10 0,1607 0,2912 0,4693 0,0215°
20 0,2621 0,2303 0,5013 0,0207°
30 0,3320 0,2378 0,5117 0,0228°
0 0,1950 0,3343 0,4678 0,0245°
15 10 0,2198 0,3530 0,4617 0,0253°
20 0,3340 0,3213 0,4841 0,0264%
30 0,3418 0,3273 0,4816 0,0266%

*0p=Tensao inicial de cisalhamento (Pa), k= indice de consisténcia, n= indice de escoamento,
MNap= Viscosidade aparente calculada a deformagéo y=150 s (para mastigagdo de alimentos). *

letras iguais na mesma amostra indicam que nao ha diferencga significativa entre os diferentes dias
de armazenamento pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Resultado semelhante foi obtido por Mondragén-Bernal (2009), que avaliou
o comportamento de bebida simbidtica fermentada a base de soja durante seu

armazenamento, e observou que a maioria dos seus ensaios apresentava
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caracteristica Herschel-Bulkley, porém alguns sofreram transformacdes durante a
vida-de-prateleira, e passaram a se apresentar como fluido pseudoplastico. Essa
mudanca de comportamento néo foi observada no presente estudo.

A viscosidade aparente apresentou valores variando de 0,013 a 0,064
(Pa.s), e esse resultado se encontra préximo aos obtidos por Mondragén-Bernal
(2009), que avaliou a viscosidade aparente em bebida com composi¢do
semelhante e utilizou 0 mesmo valor de taxa de deformacdo (150 s™) para o
calculo obtendo valores entre 0,0028 e 0,0885 (Pa.s).

Os resultados foram submetidos ao teste de comparacdo de médias de
Tukey (p < 0,05), demonstrando uma variacdo na viscosidade aparente,
apresentando um pequeno aumento durante o periodo de estocagem em todos os
ensaios, 0 que era de se esperar ja que 0S mMmicro-organismos apresentam
crescimento nessa fase, que apesar de ser menor que na fermentacdo ainda
causam alteracao no meio.

Na tabela 3.9 sdo apresentados os resultados da analise de FOS, que

corresponde a soma das concentracdes de kestose, nistose e 1-frutosilnistose.

Tabela 3. 9: Concentracao de fruto-oligossacarideos (FOS) (g/L) durante vida-de-
prateleira.

Concentracao de FOS
Ensaios Inicial (g/L) Final (g/L) % Consumo
1 26,12 4,26 83,69
2 40,10 17,03 57,53
3 12,43 1,60 87,13
4 28,56 6,29 77,98
5 24,16 2,74 88,66
6 13,67 2,87 79,01
7 41,32 21,14 48,84
8 6,31 0,48 92,39
9 6,47 1,30 79,91
10 5,81 1,64 71,77
11 24,67 16,08 34,82
12 21,39 4,07 80,97
13 18,41 3,05 83,43
14 14,09 2,39 83,04
15 19,29 2,71 85,95
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O produto utilizado, FOS comercial (95%), € um hidrolisado de inulina,
contendo oligossacarideos de cadeia maior do que os acima descritos, e que nao
puderam ser quantificados por falta dos respectivos padrdes, conforme mostrado
na Figura 2.1 do capitulo 2. Portanto, os valores expressos na Tabela 3.9, nao
correspondem ao total real de FOS, mas sim um valor aproximado. A metodologia
para quantificacao foi baseada em Aguiar-Oliveira (2010), e os resultados foram
utilizados para verificar se houve consumo de FOS.

O valor inicial de FOS apresenta grande variacao, pois além de acrescidos
em diferentes concentracées nos ensaios, de acordo com o planejamento Plackett
& Burman variando de 30g/L a 50¢g/L, durante a fermentacéo ele é consumido em
proporcées diferentes. No periodo de estocagem ainda continua havendo
consumo de FOS, atingindo baixas concentracdes apds trinta dias.

A maior concentracdo de FOS foi de 21,14 g/L para o ensaio sete,
garantindo as caracteristicas prebidticas, porém nao podendo conter a alegacao
de rico em fibra, pois para isso é necessario haver um minimo de 3% de
oligossacarideos. Esse consumo de FOS pode ser observado nas Figuras 3.1 e
3.2, que apresentam respectivamente a concentracao inicial e final dos FOS para
o ensaio 15.

Diante desses resultados as varidveis estudadas para o processo de vida-
de-prateleira foram fixadas. A concentracao de soja apesar de causar um aumento
na sinérese no final do periodo de estocagem, como apresentou efeito positivo
sobre a contagem total dos probidticos foi mantida a 10%, e os FOS por
aumentarem a sinérese em concentragdes mais elevadas e nao influenciarem a
concentracdo dos probidticos durante a vida-de-prateleira, além de serem um
substrato com alto valor agregado foram mantidos no menor nivel de
concentracéao de 3%.

A concentracdo dos probiéticos foi fixada no ponto central (55 x 10°
UFC/mL) com excecdo de L. paracasei que foi mantido no menor nivel (1x 10°
UFC/mL) pela interferéncia observada em estudo anterior na variacdo de B.
longum. A temperatura por apresentar um aumento na sinérese e diminui¢cdo da

contagem total, e velocidade especifica de crescimento, foi mantida a 35°C.
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Figura 3. 1: Exemplo de cromatograma de aguUcares do ensaio 15 da bebida
simbidtica a base de soja no inicio da vida-de-prateleira. G (glicose), F (frutose), GF
(sacarose), GF3 (nistose) e GF, (1-frutosilnistose).
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Figura 3. 2: Exemplo de cromatograma de agucares do ensaio 15 da bebida
simbidtica a base de soja apds 30 dias de vida-de-prateleira. G (glicose), F (frutose), GF
(sacarose), GF3 (nistose) e GF, (1-frutosilnistose).
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3.3.2 — Resultados de experimentos com sacarose, Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

Apés a realizacao do experimento Plackett & Burman, as variaveis foram
fixadas e novos ensaios realizados nas seguintes condicoes: soja 10%, FOS 3%,
temperatura de 35°C, concentragdo dos probidticos: L. acidophilus, L. rhamnosus
e B.longum na concentracao de 5,5x10° e L. paracasei na concentracdo de 1x10°,
com adicao de sacarose, Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, em alguns ensaios.

Os resultados obtidos para o pH, sinérese, viscosidade aparente e
contagem total durante a vida-de-prateleira sdo apresentados na Tabela 3.10.

Como pode ser observado os valores de pH foram diminuindo ao longo do
periodo de estocagem, sendo o menor valor final de 4,08 para o ensaio dois
(padréao adicionado de sacarose), que apresentou o maior crescimento, atingindo
contagem total de 8,82 log UFC/mL, menor valor de sinérese de 12,87%, e maior
valor de viscosidade aparente de 0,013 (Pa.s).

No experimento realizado somente com as culturas probioticas, foi
observado um aumento da contagem total e diminuicdo da sinérese, ao adicionar
a sacarose, 0 que esta de acordo com resultados obtidos por Mondragén-Bernal
(2009) que avaliou a influéncia dessa variavel em bebida semelhante durante o
periodo de estocagem e observou que a sacarose na concentracao estudada (0 a
12%), apresentava um aumento na contagem total dos probiético e diminuigdo da
sinérese.

Na Tabela 3.11 sdo apresentados os resultados para velocidade especifica
e variagao do crescimento. O maior valor de py também foi obtido no ensaio dois,
que apresentou um maior aumento dos Lactobacillus spp em relacdo ao

experimento sem sacarose, observada pela variacdo de crescimento.
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Tabela 3. 10: pH, viscosidade aparente (Pa.s™')e sinérese durante a vida-de-prateleira para bebidas simbioticas fermentadas a

base de soja.

0 dias 10 dias 20 dias 30 dias

Ensaio | pH Sin. Nap CT pH Sin. Nap CT pH Sin. Nap CT pH Sin. Nap CT
(%) (Pa.s) (log UFC/mL) (%) (Pa.s) (log UFC/mL) (%) (Pas) (log UFC/mL) (%) (Pas) (logUFC/mL)

150s™ 150s™ 150s™ 150s™
1 52 9,19 0,015 8,31 44 11,03 0,015 8,83 43 11,03 0,013 8,61 41 14,71 0,013 8,74
2 51 7,35 0,012 8,18 45 11,03 0,011 8,48 42 12,87 0,010 8,93 41 12,87 0,011 8,82
3 46 12,87 0,011 8,43 44 14,71 0,009 8,47 43 14,71 0,010 8,38 42 14,71 0,010 8,77
4 49 9,19 0,011 8,14 45 11,03 0,010 8,36 43 13,79 0,010 8,70 42 16,55 0,010 8,48
5 48 11,03 0,009 8,05 45 14,71 0,008 8,12 44 16,55 0,010 8,22 44 16,55 0,008 8,49
6 50 9,19 0,011 8,18 49 14,71 0,010 8,20 45 16,55 0,011 8,85 44 18,38 0,011 8,41
7 51 9,19 0,011 8,03 4,7 16,55 0,009 8,10 48 16,55 0,009 7,75 43 22,06 0,009 8,65
8 51 11,03 0,009 7,88 46 11,03 0,009 8,09 45 11,03 0,009 8,08 43 14,71 0,011 8,34

* Sin.= Sinérese, Map = Viscosidade aparente calculada a deformagéo y= 150 s™ (para mastigagéo de alimentos), CT = Contagem total.
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Tabela 3. 11: Contagem total (log UFC/mL) ux (h"') e Ax (UFC/mL) para bebida
fermentada a base de soja durante a vida-de-prateleira.

% Concentracao das culturas (x 10° UFC/mL) M (h7) Ax (log UFC/mL)
Ensaio | Sac TA LB LAC  LBC LR BL CT LC BL
1 0 0 55 1 55 55 |0,0332 0,38 0,00
2 12 0 0 55 1 55 55 |0,0867 0,46 0,10
3 0 0 1 55 1 55 55 10,0269 0,30 0,45
4 0 1 0 55 1 55 55 |0,0644 0,42 1,00
5 0 1 1 5,5 1 5,5 55 | 0033 005 077
6 12 0 1 55 1 55 55 |0,0771 0,23 0,48
7 12 1 0 55 1 55 55 |0,0494 0,61 0,63°
8 12 1 1 5,5 1 5,5 55 [0,0315 033"  031°

Sac: sacarose, TA: Streptococcus thermophilus, LB: Lactobacillus bulgaricus, LAC: Lactobacillus acidophilus,
LBC: Lactobacillus paracasei, LR: Lactobacillus rhamnosus, BL: Bifidobacterium longum.* CT: Contagem
Total, LC: Lactobacillus spp., BL: Bifidobacterium longum. "Inclui contagem de Lactobacillus bulgaricus, *Inclui

contagem de Streptococcus thermophilus

O alto valor obtido para variagdo de BL (ensaios quatro, cinco e sete) se
deve ao fato de Streptococcus thermophilus também crescer em anaerobiose e
pode ndo estar relacionado com um incremento do crescimento de B. longum.
Dependendo da estirpe de Streptococcus thermophilus utilizada o cultivo dessas
culturas juntas em bebidas fermentadas a base de soja ndo proporciona uma
maior contagem (Champagne et. al., 2009), porém pode existir um melhor
crescimento em relagdo as culturas de L. acidophilus e L. paracasei (Donkor et.
al., 2005). A presenca de L. rhamnosus, em bebida a base de soja contendo as
culturas do iogurte n&o influencia no seu crescimento (Farnworth, 2007).

Baseando-se na contagem total, sinérese e viscosidade aparente, verifica-
se que o0 ensaio realizado apenas com culturas probidticas e com adicao de
sacarose apresentou o melhor resultado.

Na Tabela 3.12 sdo apresentados os parametros reolégicos da bebida
obtidos a partir das curvas de escoamento e a viscosidade aparente calculada
através da equacdo 2 apresentada anteriormente, taxa de deformagdo de 150 s™.
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Tabela 3. 12: Modelos reoldgicos ajustados (R?® > 0,998) para bebidas

fermentadas a base de soja durante a vida-de-prateleira.

Ensaio Dias Go k (Pa.s") n(-) Nep (Pa.s) (y=150
(Pa) s™)
0 0,2288 0,1396 0,5264 0,0145%
1 10 0,2947 0,1114 0,5662 0,0146°
20 0,2596 0,1118 0,5494 0,01 34°
30 0,2838 0,1049 0,5568 0,0133°
0 0,2180 0,0434 0,7119 0,0117°
2 10 0,2311 0,0366 0,7274 0,0109b
20 0,1981 0,0347 0,7343 0,0105°
30 0,1947 0,0348 0,7387 0,0107°
0 0,1985 0,0649 0,6131 0,0107°
3 10 0,1763 0,0686 0,5747 0,0093°
20 0,1727 0,0677 0,5962 0,0101°
30 0,1944 0,0620 0,6108 0,0101b
0 0,2382 0,0425 0,7047 0,0112°
4 10 0,1878 0,0601 0,6074 0,0097°
20 0,1705 0,0650 0,6025 0,0100°
30 0,1891 0,0611 0,6098 0,0099b
0 0,2738 0,0121 0,9217 0,0087°
5 10 0,2493 0,0117 0,8789 0,0080°
20 0,5271 0,0056 1,2617 0,0099°
30 0,2543 0,0124 0,8732 0,0082b
0 0,1790 0,0377 0,7221 0,0106%
6 10 0,1630 0,0362 0,7242 0,0102b
20 0,1810 0,0349 0,7365 0,0105%
30 0,1852 0,0347 0,7402 0,0107%
0 0,2485 0,0107 0,9690 0,0106%
7 10 0,1436 0,0239 0,7816 0,0089bc
20 0,1121 0,0319 0,7226 0,0087°
30 0,1358 0,0304 0,7393 0,0091°
0 0,2422 0,0098 0,9508 0,0092°
8 10 0,2605 0,0078 0,9971 0,0092°
20 0,2524 0,0065 1,0620 0,0094%
30 0,2895 0,0056 1,1031 0,0106°

*oo=Tens&o inicial de cisalhamento (Pa), k= indice de consisténcia, n= indice de escoamento, Map=
viscosidade aparente calculada a deformacgéo y=150 s (para mastigacao de alimentos). * letras
iguais na mesma amostra indicam que ndo ha diferenga significativa entre os diferentes dias de

armazenamento pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Analisando os parametros encontrados pode-se observar que todas as

amostras apresentaram-se como fluido Herschel-Bulkley. Essa caracteristica ndo
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foi alterada durante a vida-de-prateleira, e houve um bom ajuste do modelo aos
dados experimentais (R® 0,9999). Esses resultados foram semelhantes aos
obtidos para os ensaios do planejamento Plackett & Burman.

Os resultados foram submetidos ao teste de comparacdo de médias de
Tukey (p < 0,05), demonstrando uma variagdo na viscosidade aparente, em alguns
ensaios, apresentando um pequeno declinio durante o periodo de estocagem,
esse comportamento foi diferente do obtido para os ensaios do planejamento
Plackett & Burman, que apresentaram um aumento. Essa diferenca na variagao da
viscosidade durante o periodo de estocagem pode estar associada a uma maior
velocidade especifica de crescimento que variou de 0,0269 a 0,0867 (Pa.s) e
sinérese de 7,35 a 22,06%, obtidos nesses novos experimentos. No planejamento
Plackett & Burman a velocidade especifica de crescimento apresentou valores
entre -0,0244 e 0,0684 e sinérese de 1,84 a 11,03 %.

Na Tabela 3.13 sdo apresentados os resultados do consumo de FOS, que

foi quantificado conforme descrito anteriormente.

Tabela 3. 13: Concentracao de fruto-oligossacarideos (FOS) (g/L) durante a vida-
de-prateleira.

Concentracao de FOS

Ensaios Inicial (g/L) Final (g/L) Consumo (%)
1 16,61 3,53 78,75
2 21,37 5,37 74,87
3 16,50 3,53 78,58
4 17,20 4,60 73,23
5 15,59 5,72 63,31
6 23,26 10,81 53,51
7 21,33 8,85 58,49
8 24,87 10,85 56,35

O valor inicial de FOS apresenta uma variacao entre os ensaios, apesar de
ter sido acrescentado concentracdes iguais de fruto-oligossacarideos, durante a

fermentacao ele é consumido em proporcdes diferentes.
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Observando a concentracao de FOS inicial e final, pode-se verificar que
durante a estocagem continua havendo consumo. Esse consumo diminui com a
adicao de sacarose, e quando se adiciona o Streptococcus thermophilus, porém
de uma forma menos expressiva. A adicdo somente do Lactobacillus bulgaricus
nao modificou o consumo de FOS, mas quando foi adicionado com Streptococcus
thermophilus, houve uma diminuicdo significativa.

Essa variacdo na concentracdo pode ser observada na Figuras 3.3 e 3.4,
que correspondem respectivamente ao valor inicial e final do ensaio 8.

Mesmo com a adicdo de sacarose e das culturas do iogurte as
concentragdes finais foram baixas ao final de trinta dias de estocagem. O maior
valor observado foi de 10,85%, garantido as caracteristicas prebibticas, porém nao
podendo conter a alegacao de rico em fibra, pois para isso € necessario haver um
minimo de 3% de oligossacarideos.

No planejamento Plackett & Burman foi obtido um valor final de 21,14%,
para a maior concentragdo, porém o menor valor apresentado foi de 0,48%, muito

inferior aos encontrados nesse experimento.
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Figura 3. 3: Exemplo de cromatograma de agucares do ensaio 8 da bebida
simbidtica a base de soja no inicio da vida-de-prateleira. G (glicose), F (frutose),
GF (sacarose), GF3 (nistose) e GF4 (1-frutosilnistose).
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Figura 3. 4: Exemplo de cromatograma de agucares do ensaio 8 da bebida
simbidtica a base de soja apdés 30 dias de vida-de-prateleira. G (glicose), F
(frutose), GF (sacarose), GF3 (nistose) e GF4 (1-frutosilnistose).

As concentracdes de acido lactico e acético produzidos durante a vida-de-

prateleira sdo apresentadas na Tabela 3.14. Como pode-se observar, houve um

aumento gradual de ambos os acidos durante todo o periodo de armazenamento

em todos 0s ensaios, 0 que era de se esperar ja que continuou havendo um

crescimento dos micro-organismos. Observacées semelhantes foram relatadas
por Akalin et. al. (2007).

Tabela 3. 14: Concentracdo de &cidos acético e lactico (g/L) em bebidas

fermentadas a base de soja durante a vida-de-prateleira.

Acido lactico (g/L)

Acido acético (g/L)

Ensaio | O dias | 10dias | 20 dias | 30 dias | Odias | 10 dias 20 dias | 30 dias
1 4,86 9,72 14,87 14,64 0,63 0,80 0,90 0,90
2 5,69 7,83 13,00 14,44 0,61 0,73 0,76 0,77
3 7,59 9,85 11,06 13,98 0,75 0,76 0,82 0,85
4 7,41 10,47 12,87 14,53 0,43 0,54 0,60 0,75
5 7,53 9,45 10,31 11,69 0,42 0,46 0,49 0,63
6 5,72 6,75 9,03 8,92 0,54 0,58 0,57 0,63
7 5,96 7,22 8,51 11,23 0,40 0,42 0,45 0,49
8 6,55 8,66 9,91 11,43 0,38 0,41 0,46 0,49
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Apesar de haver um aumento dos acidos durante a vida-de-prateleira, a
concentragdo de acido acético manteve-se em niveis mais baixos e menores que
a do lactico, sendo uma caracteristica ideal para esse tipo de bebida, pois nao
prejudica o sabor, como dito anteriormente.

De uma forma geral, as producbes seguiram as mesmas tendéncias
encontradas nas fermentacbes anteriores. As maiores concentragdes de acido
lactico foram obtidas para os ensaios que apresentaram um maior crescimento
dos lactobacilos, e quando adicionado a cultura de Streptococcus thermophilus
(ensaio 4), o que estd de acordo com resultado obtido por Wang, (2003), que
observou a producéao de acidos dessas culturas separadamente, verificando que a
producéo de acido lactico foi maior para Streptococcus thermophilus.

3.4 -Conclusao

A bebida apresentou mudancgas em suas caracteristicas durante o periodo
de estocagem dependendo das condicbes em que foram realizadas as
fermentacdes, sem comprometer sua qualidade.

A soja se apresentou como um bom substrato para o crescimento dos
probidticos, podendo ser utilizada no processo de producao da bebida fermentada
na maior concentracdo estudada. Os fruto-oligossacarideos sao consumidos
durante a vida-de-prateleira, e caso o produto contenha a alegacédo de rico em
fibra, estes deveréo ser adicionados em uma quantidade tal que compense o que
€ consumido pelos micro-organismos. Por outro lado, na adicdo da soja e FOS
deve haver um cuidado especial, pois os resultados deste trabalho mostram que a
medida em se aumenta a concentracdo desses compostos ha um aumento da
sinérese.

Durante o armazenamento da bebida sob refrigeracdo, verificou-se que os
probidticos apresentam crescimento, mantendo concentragdes de células acima
do exigido pela legislacdo, podendo ser adicionados na concentracédo de 5,5x10°
UFC/mL. A temperatura do processo (34 a 40 °C) deve ser mantida em valores

mais baixos, pois temperaturas mais elevadas causam uma diminuicdo na
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velocidade especifica de crescimento, contagem total e um aumento da sinérese
durante a vida-de-prateleira.

A adicdo de sacarose ao processo provocou um menor consumo dos fruto-
oligossacarideos, podendo ser adicionado para manter os FOS em concentragdes
mais elevadas ao final da fermentagdo. O uso das culturas de Lactobacillus
bulgaricus, e Streptococcus thermophilus, nao causou grande variacao no pH, e
manteve as contagens finais dentro da concentracdo exigida, embora um pouco
menores. No entanto, ndo apresentaram nenhuma vantagem em relagdo ao
produto contendo somente probidticos, nos aspectos estudados neste trabalho,
devendo ser excluidas deste tipo de produto.

Em relacéo as caracteristicas reoldgicas 0os ensaios apresentaram-se como
fluido Herschel-Bulkley, caracterizado pela presenca de uma tensao inicial, e
relacdo entre tensdo de cisalhamento e taxa de deformagédo nédo linear. Essa
caracteristica manteve-se constante durante a vida-de-prateleira.

As condi¢cdes que apresentaram melhor estabilidade durante a vida-de-
prateleira foram em concentracbes de soja 10 %, FOS 3 %, sacarose 12 %,
probidticos 5,5 x 10° UFC/mL e temperatura em torno de 35°C.
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Conclusoes Gerais e sugestoes para trabalhos futuros

O processo de fermentacdo de bebida simbibdtica a base de soja, é
influenciado pelas concentracbes do extrato hidrossolivel de soja, de
frutooligossacarideos,  Bifidobacterium longum, Lactobacillus  acidophilus,
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus rhamnosus e pela
temperatura. Esses fatores influenciam também a vida-de-prateleira da bebida que
mesmo estando estocada sob refrigeracdo apresenta variacbes em suas
caracteristicas.

A soja apresentou um bom substrato para o crescimento dos probibticos,
podendo ser utilizada no processo de producdo da bebida fermentada na maior
concentracdo estudada. Os fruto-oligossacarideos sao consumidos durante a
fermentacdo, e caso o produto contenha a alegacdo de rico em fibra, estes
deverao ser adicionados no final do processo, ou em concentracdo mais elevada.
Os probidticos apresentaram um bom crescimento obtendo no final a
concentracdo de células acima do exigido pela legislacdo e contribuiram para
manutenc¢ao das caracteristicas simbiotica do produto.

A adicao de sacarose ao processo provocou um declinio mais acentuado no
pH e um menor consumo de fruto-oligossacarideos, podendo ser adicionado para
manter os FOS em concentracées mais elevadas ao final da fermentacao. O uso
das culturas de Lactobacillus bulgaricus, e Streptococcus thermophilus, nao
causou mudancas notaveis no pH, e manteve as contagens finais dentro da
concentracao exigida, embora um pouco menores. No entanto, ndo apresentaram
nenhuma vantagem em relacdo ao produto contendo somente probibticos, nos
aspectos estudados neste trabalho, podendo ser excluidos.

Diante dos resultados obtidos no estudo da fermentagéo e vida-de-prateleira
da bebida simbidtica a base de soja, pode-se concluir que para obtencdo de um
produto com maior qualidade ao final da fermentacdo e que mantenha suas
caracteristicas durante a vida-de-prateleira deve-se utilizar, de acordo com a faixa
estudada, as seguintes condi¢des de processo: temperatura mais baixa (em torno
de 35°C), fruto-oligossacarideos 3% e sacarose 12%, que devem ser
acrescentados ao final da fermentacao, extrato hidrossolivel de soja a 10%, e
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concentragdo dos probidticos de 5,5x10° UFC/mL, exceto para L. paracasei que
deve ser de 1x10° UFC/mL.

Como proposta para trabalhos futuros sugere-se: a realizagdo de testes
sensoriais da bebida com as formula¢des estudas neste trabalho adicionadas de
saborizantes, e com a adicdo das culturas de Lactobacillus bulgaricus e
Streptococcus thermophilus para observar se ocorre alguma melhora nas
caracteristicas sensoriais do produto. Realizagdo de um planejamento
experimental estatistico, Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR),
com base nos resultados obtidos neste trabalho, para otimizacdo do processo.
Desenvolvimento de estudos in vivo, particularmente com humanos voluntarios,

para verificar as alegagdes funcionais e terapéuticas.
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