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RESUMO GERAL  

É reportado que problemas com o a disbiose intest inal, que consiste no 

desequilíbrio da flora intest inal causada por diversos fatores da vida moderna, 

aumentaram  bruscamente nos últ imos anos. Há, portanto uma tendência mundial em  

reconhecer o problema de disbiose intest inal e a busca por parte dos consum idores 

conscientes de dietas saudáveis que melhorem  tal equilíbr io. O ext rato hidrossolúvel 

de soja é uma matéria-prima com  grande potencial para o desenvolvimento de 

alimentos com  apelo saudável como bebidas fermentadas funcionais simbiót icas 

(probiót icos e prebiót icos) . No Laboratório de Engenharia de Bioprocessos da 

Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNI CAMP desenvolveu-se, em  2004, um  

alimento à base de ext rato hidrossolúvel de soja contendo bifidobactérias, lactobacilos 

e prebiót icos em  simbiose. Most rou-se que o ext rato de soja é um  m eio adequado para 

cult ivo de probiót icos resultando em  alta concent ração de células (> 10 logUFC/ mL)  e 

de oligossacarídeos no produto final. Porém , apesar do alimento simbiót ico ter 

apresentado boas característ icas funcionais, este não seria bem  aceito pelo 

consum idor, já que suas característ icas sensoriais foram  insat isfatórias. Durante a vida 

de prateleira foi observado que o produto apresentava também  sinérese e out ras 

m udanças pela alta at iv idade m icrobiana. Devido aos problemas apresentados, este 

novo estudo visou a ot im ização sensorial do alimento simbiót ico a base de ext rato 

hidrossolúvel de soja, além  da análise das m udanças ocorr idas durante a vida-de-

prateleira, dos efeitos de diversas variáveis na estabilidade do produto e finalm ente a 

avaliação dos efeitos probiót icos at ravés da resistência às condições sim uladas do t rato 

gast rointest inal. Assim  sendo, foram  obt idos protót ipos de alim entos simbiót icos 

fermentados a base de soja, adoçados com  sacarose ou na versão diet  em  sacarose. 

Estes produtos apresentaram  melhora no sabor e doçura com  aceitação e intenção de 

com pra pelo público alvo. Produtos com  alto teor de ext rato de soja (> 8%  m / v) , 

frutooligossacarídeos (> 2%  m/ v)  e/ ou polidext rose (>  2%  m / v)  adoçados com  

sacarose (12%  m/ v) , ou com  associação dos edulcorantes hipocalóricos acessulfame-k 

e sucralose em  proporção 25: 75 m / m  (0,024%  m / v) , fermentados por quat ro 

bactérias láct icas probiót icas L. acidophilus LAC4, L. paracasei subsp paracasei LBC81, 

L. rham nosus LR32 and B. longum  BL04 (em  proporção 15: 15: 10: 60 

respect ivamente) , e, sem  adição do agente tamponante lactato de cálcio, 

apresentaram  boas característ icas de estabilidade durante 30 dias de vida-de-

prateleria e com  característ icas funcionais de resistência às condições gast rointest inais 
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simuladas do t rato digest ivo hum ano. Os produtos desenvolvidos neste projeto 

inexistem  no mercado brasileiro e vir iam  suprir  a lacuna existente de alim entos 

apropriados para pessoas que sofrem  de disbiose intest inal e out ras disfunções 

relacionadas com  o consum o de leite de bovino e derivados.  

Palavras chaves: alim ento funcional sim biót ico, ext rato hidrossolúvel de soja, 

análise sensorial, exopolissacarídeos, bactérias láct icas, vida-de-prateleira, testes 

funcionais. 
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ABSTRACT 

  
Problems as intest inal dysbiosis, that  is imbalances in intest inal f lora caused by 

m any aspects of m odern life, have been growing largely in recent  years. There is a world-

wide t rend in recognizing intest inal dysbiosis as a disease and the conscient ious consum ers 

of the im portance of healthful diets have been searching for foods that  im prove this 

balance. The hydrosoluble soy ext ract  is a raw m ater ial with great  potent ial in the food 

development  with a healthy appeal as the synbiot ics funct ional and fermented dr inks (with 

probiot ics and prebiot ics substances. I n the Bioprocess Engineering Laboratory of the Food 

Engineering College at  UNI CAMP it  was developed, in 2004, a foodstuff from  hydrosoluble 

soy ext ract , containing Bifidobacter ium ,  Lactobacilli st rains and prebiot ic in synbiosis. I t  

was shown that  the soy ext ract  is a good broth for probiot ics culture result ing in high 

count ing (>  10 logUFC/ m L)  in the final product  and of oligosacchar ides. However, although 

that  the synbiot ic food presented good funct ional character ist ics, this would not  be well 

accepted for the consum er, due to it s sensor ial character ist ics were unsat isfactory. Dur ing 

the shelf life it  was observed that  the product  also presented syneresis and other changes 

caused by the high bacter ia act iv it y. For the m ent ioned problem s the goals of this new 

study were the sensorial opt im izat ion of the synbiot ic food from  soym ilk, analysis of the 

changes during shelf life, effects of m any var iables in the product  stabilit y and finally the 

determ inat ion of probiot ic effects by the resistance to simulated condit ions of 

gast rointest inal t ract . Thus food prototypes of ferm ented synbiot ic foods from  soym ilk were 

prepared, sweetened with sucrose or in the version diet  in sucrose. These products 

presented improvem ent  in the flavor and sweetness with acceptance and purchasing intent  

for the target  consum ers. Products with high concent rat ion of soym ilk (>  8%  m / v) , 

fructooligosaccharides (>  2%  m / v)  and/ or polidext rose (>  2%  m / v)  sweetened with 

sucrose (12%  m / v) , or with m ixture of the hipocalor ic sweeteners acesulfam e-k and 

sucralose in the rat io 25: 75 m / m  (0.024%  m/ v) , fermented by four probiot ic bacter ia L. 

acidophilus LAC4, L. paracasei subsp paracasei LBC81, L. rhamnosus LR32 and B. longum  

BL04 ( in rat io 15: 15: 10: 60 respect ively) , and, without  addit ion of the calcium  lactate buffer 

agent , presented good character ist ics of stabilit y dur ing 30 days of shelf life and good 

funct ional resistance to the sim ulated gast rointest inal condit ions of the human digest ive 

t ract . The developed products in this work do not  exist  in the Brazilian m arket  and would 

come to supply opt ions of adequate food for people with intest inal dysbiosis and disorders 

or dysfunct ions related to bovine m ilk and derivat ives consum pt ion.  

 

Keyw ords: synbiot ic funct ional food, soym ilk, sensor ial analysis, exopolysaccharides, acid 

lact ic bacter ia, shelf life,  funct ional tests. 
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I NTRODUÇÃO GERAL   

Os alimentos funcionais são aqueles que fornecem  benefícios adicionais à 

saúde, além  dos nut r ientes t radicionais que geralmente contém. Produtos contendo 

probiót icos e prebiót icos são alimentos funcionais, já que oferecem  benefícios ao 

m elhorar a digestão e em  out ros aspectos do funcionamento do corpo humano (ADA 

Reports, 2004) .   

Em  relação a alimentos saudáveis, a dieta é um  tema que, hoje em  dia, 

const itui o m aior foco est ratégico relacionado à saúde pública com  o objet ivo de 

m anter boa saúde ao longo da vida, prevenindo o aparecimento de doenças crônicas, 

como desordens gast rointest inais, cardiovasculares, câncer, osteoporose, assim  como 

a procura por promotores de saúde para a população da terceira idade. Pesquisas 

recentes most ram  novos resultados que prom etem  m elhorar a com preensão do tem a 

saúde/ dieta, como é o caso da crescente demanda de alimentos saudáveis, 

est imulando a inovação e o desenvolvimento de novos produtos na indúst r ia de 

alimentos. Há duas décadas at rás, tem-se observado em  m uitos países um  aumento 

em  marcas de produtos que contem  bifidobactérias, usando um  único gênero, ou em  

com binação com  out ras bactérias láct icas em  forma de m isturas de cult ivos starter  

(Tamim e et  al. ,  1995) . 

A Agência Nacional de Vigilância Sanitár ia, ANVI SA (2002) , explica que diversas 

forças mot ivadoras em  todo o mundo têm  fortalecido o interesse no uso da 

alimentação como determ inante im portante da saúde, já que existe um  consenso da 

relação est reita ent re alim entação, saúde e doença.   

O ext rato hidrossolúvel de soja, popularm ente conhecido como leite de soja , 

apresenta grande potencial no desenvolvim ento de novos produtos com  apelo 

saudável. Mas encont ra grande rejeição devido ao seu sabor característ ico que lembra 

feijão cru (Behrens, 2002) , causado principalmente pela presença do composto n-

hexanal (Hou et  al. ,  2000) .   

Segundo Behrens (2002) , para ser bem  aceito pelo consum idor, não é 

suficiente que um  alim ento possua boas característ icas nut r icionais e alegações de 

benefícios à saúde, pois além  das escolhas baseadas nas inform ações most radas na 

embalagem  e rótulo do produto, tam bém  avalia a conveniência de uso, preço, e 

principalm ente a qualidade sensorial do alim ento. Portanto, produtos com  baixa 

aceitação sensorial pelos consumidores, como é o caso d o ` leite de soja , para as 
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populações ocidentais, necessita ter suas característ icas sensoriais melhoradas, 

preferencialm ente seu aroma e sabor, de modo a torná- lo um  produto mais at rat ivo 

para indivíduos de origem  não asiát ica. 

Ent re os principais efeitos benéficos e terapêut icos at r ibuídos ao consumo de 

probiót icos estão:  a manutenção do balanço da m icrobiota intest inal, o antagonism o do 

crescimento de patogênicos, o est ím ulo do sistem a imunológico e a redução da 

intolerância à lactose, que beneficiam  a saúde aum entando a proteção cont ra infecções 

intest inais e a prevenção de diversas doenças, ent re out ros benefícios (Lourens-Hat t ingh  

et  al. ,  2001)  

Diversos autores descrevem  algum as pesquisas que consideram  urgentes no 

cam po dos probiót icos, tais como a im portância na seleção de espécies com  

capacidade de fermentação de leite e out ros subst ratos num  aceitável período de 

tempo;  a am pliação da aplicação de bifidobactérias na indúst r ia de alim entos, não só 

lat icínios;  a demonst ração dos efeitos na saúde em  estudos com  hum anos ou in vit ro;  

o direcionamento de aspectos específicos relacionados com  os consum idores e a 

comercialização de produtos funcionais;  am pliação dos estudos relacionados com  

prebiót icos, especialmente de frutooligossacarídeos, ent re out ras pesquisas (Tamim e 

et  al.,  1995;  Salm inen et  al.,  1999;  Saarela et  al. ,  2000;  Hernalsteens, 2006) . Além  

disso, as indúst r ias alim ent ícias que desejam  lançar no m ercado produtos à base de 

soja e fermentados probiót icos devem  invest ir  tanto nos aspectos sensoriais do 

produto, com o na formulação do m esmo com  sabores de frutas, na estabilidade 

durante a vida-de-prateleira, além  da divulgação dos benefícios do consum o de 

produtos à base de soja e de probiót icos à saúde humana, a fim  de levantar 

expectat ivas posit ivas nos consumidores e est imular a com pra e consumo destes 

produtos (Behrens, 2002) . 

Assim , o objet ivo de esta tese foi desenvolver produtos simbiót icos a base de 

ext rato hidrossolúvel de soja, com  aceitabilidade sensorial pelo público alvo, cuja 

estabilidade durante a vida-de-prateleira fosse melhorada e suas característ icas 

funcionais probiót icas de resistência às condições drást icas do t rato intest inal fossem  

demonst radas.    

Diante o exposto acim a, e de posse dos resultados obt idos anteriormente 

(Mondragón, 2004) , foi ot im izado um  alimento simbiót ico fermentado a base de soja 

nos aspectos sensorial e de estabilidade durante a vida-de-prateleira. Foi aprofundado 

também  o conhecimento dos efeitos probiót icos do novo produto funcional. Este estudo 

foi dividido em  cinco fases:  i)  ot im ização sensorial do alim ento fermentado simbiót ico 
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de soja, com  diferentes saborizantes idênt icos ao natural e edulcorantes;  ii)  foram  

realizados estudos de vida de prateleira de produtos elaborados com  e sem  sacarose, 

adicionados ou não de polpas de fruta;  iii)  com  o objet ivo de m elhorar a estabilidade 

do produto sem  adição de estabilizantes foi realizada t r iagem  para selecionar bactérias 

láct icas (BAL)  produtoras de exopolissacarídeos (EPS)  in situ e realizado estudos 

cinét icos do comportam ento da BAL selecionada e o EPS produzido em  ext rato 

hidrossolúvel de soja;  iv)  foi realizado um  estudo dos efeitos das variáveis na 

estabilidade do produto sim biót ico durante a vida-de-prateleira;  e finalmente, v) foi 

testada a funcionalidade dos melhores protót ipos de alimento sim biót ico de soja 

at ravés de bioensaios in vit ro em  condições sim uladas do t rato gast r intest inal hum ano. 
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OBJETI VOS  

OBJETI VO GERAL  

Ot im izar sensorialm ente um  alimento simbiót ico a base de soja, estudar e melhorar a 

estabilidade durante a vida-de-prateleira com  exopolissacarídeos, produzidos in situ por adição 

de bactérias láct icas selecionadas, e, realizar testes funcionais in vit ro de resistência às 

condições gast rointest inais.  

OBJETI VOS ESPECÍ FI COS  

1. Ot im izar a formulação com  diferentes adit ivos com o saborizantes e edulcorantes numa 

bebida ferm entada de soja contendo probiót icos e prebiót icos, at ravés de testes sensoriais de 

escala do ideal, escala de magnitude edulcorante e testes afet ivos com  o público alvo.   

2. Realizar estudos de vida-de-prateleira e observar o com portamento dos parâmetros físico-

quím icos, m icrobiológicos e reológicos.  

3. Realizar estudos de produção de exopolissacarídeos (EPS)  no alimento sim biót ico por 

bactérias láct icas selecionadas a fim  de m elhorar a estabilidade do produto durante a vida-de-

prateleira ou shelf life.   

4. Estudar o efeito de diversas variáveis na estabilidade do alimento simbiót ico durante 30 dias 

de vida-de-prateleira.  

5. Testar a funcionalidade do alimento sim biót ico fermentado de soja at ravés da resistência às 

condições sim uladas do t rato gast rointest inal humano com  ensaios in vit ro.    
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PLANO DE TRABALHO   

A cont inuação são detalhadas as diferentes fases do estudo por capítulos, assim :  no 

Capítulo 1 se apresenta a revisão bibliográfica geral. O Capítulo 2 se divide em  duas partes:  

Parte 1:  correspondente à ot im ização sensorial do produto, por meio de Delineam ento 

Experimental Composto Cent ral Rotacional (DCCR) , baseado na doçura e sabor ideal e estudos 

afet ivos de aceitação e intenção de com pra por parte do público alvo. A Parte 2 do Capitulo 2,  

corresponde ao estudo para obter mesma magnitude equivalente de doçura ideal para 

elaboração do sim biót ico na versão diet  em  sacarose pela adição de associação de edulcorantes 

hipocalóricos.  O Capítulo 3 apresenta o estudo do comportamento durante 50 dias de vida-de-

prateleira de produtos simbiót icos a base de soja, elaborados com  ou sem  sacarose e 

adicionados ou não de preparados com  pedaços de fruta. No Capítulo 4, apresentam-se os 

resultados da t r iagem  para seleção de uma BAL produtora de EPS em  ext rato de soja, as 

cinét icas de crescim ento da BAL selecionada em  meio de fermentação com  e sem  sacarose e 

comparado com  diferentes associações de inóculo de probiót icos, assim  como, o 

comportamento durante 25 dias de estocagem .  No Capítulo 5, estão descritos os resultados do 

estudo de avaliação dos efeitos de diversas variáveis na estabilidade do produto sim biót ico 

durante 30 dias de vida-de-prateleira e testes sensoriais afet ivos dos m elhores protót ipos 

obt idos at ravés de delineamento experimental Placket t  & Burman. Finalmente, no Capítulo 6, 

aprensentam -se os resultados correspondentes aos testes de resistências às condições 

sim uladas do t rato gast rointest inal humano, in vit ro,  realizados para os melhores protót ipos 

obt idos no Capítulo 5. Todos os capítulos desta tese são apresentados em  forma de art igos 

cient íficos em  língua portuguesa com  exceção da Parte 1 do capítulo 2 em  inglês. O fluxogram a 

a seguir most ras as etapas e metodologias aplicadas.   
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\

DESENVOLVI MENTO DE ALI MENTO SI MBI ÓTI OCO A BASE DE EXTRATO DE SOJA 

i.OTI MI ZAÇÃO SENSORI AL

ii. VI DA-DE-PRATELEI RA

iii.  MELHORA DA 
ESTABI LI DADE 

v.  TESTES DE 
FUNCI ONALI DADE 

PARTE 1:  
Doçura ideal 
Sabor I deal 

Aceitação global 
I ntenção de com pra

PARTE 2:  
Equivalência de 

doçura para 
produto diet  em  

sacarose

Produção de 
Exopolissacarídeos EPS 

por Bactérias láct icas BAL 

Variáveis significat ivas na estabilidade 
durante 30 dias de vida-de-prateleira  

Diet  em  sacarose 

Com  sacoroseSabores:  Leite condensado, 
Morango e Pêssego 

10, 20, 30, 40 e 50 dias de 
vida-de prateleira 

iv.  SELEÇÃO DE 
MELHORES PROTÓTI POS 
DO SI MBIÓTI CO  

Triagem  BAL

Cinét icas e  
Vida-de-prateleira 

Resistência às 
condições sim uladas in 

vit ro do t rato 
disgestório humano  

Saliva pH 7,0 (5 m in)  
Suco gást r ico pH 1,2 (1 e 

3 horas)  
S. intest inal+ pancreát ico 

pH 8,0 (4 e 8 horas)  

METODOLOGI AS 

Delineamento com pleto 22

-DCCR-  
Escala do ideal 
Testes sensoriais afet ivos 
Est imação da magnitude 
edulcorante - lei da potência. 

Contagens log UFC/ mL 
Sinérese (% )  
pH 
Reologia: ap (Pa.s) ,              

Modelos 

ETAPAS 

Contagens log UFC/ mL 
Teor de AR, ART e EPS (g/ L)  
Sinérese (% )  
pH 
Reologia: ap (Pa.s) ,              

Modelos 
Delineamento experim ental 
Placket t  & Burman 

Contagens log UFC/ mL 
AR (g/ L)  
ART(g/ L)  
ESP (g/ L)  
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CAPÍ TULO 1 .     

1 . REVI SÃO BI BLI OGRÁFI CA                 

Para obter algo que você nunca teve, precisa fazer algo que você nunca fez (Chico Xavier) 
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1 . REVI SÃO BI BLI OGRÁFI CA  

A Agência Nacional de Vigilância Sanitár ia, ANVI SA, na Resolução no 18, de 30 de abril 

de 1999, considera a alegação de propriedade funcional aquela relat iva ao papel m etabólico ou 

fisiológico que o nut r iente ou não nut riente tem  no crescimento, desenvolvimento, m anutenção 

e out ras funções normais do organismo hum ano. Considera também  a alegação de propriedade 

à saúde aquela que afirm a, sugere ou im plica a existência de relações ent re o alimento ou 

ingrediente com  doença ou condição relacionada à saúde. 

A ANVI SA (1999)  explica que há tendência do Codex Alim entarius de vários países de 

disciplinar as alegações sobre as propriedades funcionais dos alimentos ou de seus 

componentes, como tam bém  a segurança de uso com  base em  evidências cient íficas. Os 

princípios gerais do Regulam ento Técnico para Rotulagem  de Alim entos Em balados já 

estabelecem  que:  a)  não se pode apresentar no rótulo at r ibutos de efeitos ou propr iedades que 

não possam  ser demonst rados;  b)  é proibida a indicação de que o alim ento possui propriedades 

m edicinais ou terapêut icas. 

No Laboratório de Engenharia Bioquím ica, LEB, da Faculdade de Engenharia de Alimentos-

FEA, da UNI CAMP, desenvolveu-se um  alimento funcional à base de ext rato de soja contendo 

bifidobactérias, lactobacilos e prebiót icos em  simbiose, que gerou o pedido de patente 

PI 0404152-6 (Maugeri, Mondragón & Mukuno 2004) . Mondragón (2004)  demonst rou que o 

ext rato hidrossolúvel de soja é um  meio apropriado para o cult ivo de probiót icos at ravés da 

fermentação láct ica e de bifidobactérias. Verificou-se que as culturas puras de L. paracasei 

subsp. paracasei LBC81 e B. longum  BL04 têm  ót imo crescimento em  ext rato de soja, at ingindo 

contagem  de células de 10
12 

-10
13 

UFC/ m L. Evidenciou-se que a m istura de L. acidophilus LAC4, 

B. longum  BL04 e L. paracasei subsp. paracasei com  e sem  FOS, at ingiu contagem  individual de 

1010-  1013 UFC/ mL, quant idades muito superiores às m ínimas exigidas para este t ipo de 

alimento de 107 UFC/ mL para obter um  efeito terapêut ico ót imo (Ribka e Kailasapathy, 1995) . 

Como as bifidobactérias são produtoras de ácido acét ico (Hou, 2000) , as bebidas 

fermentadas apresentam  off- flavor,  sabor desagradável (Behrens, 2002) . Este efeito dim inui 

com  a ut ilização concomital de lactobacilos e bifidobactérias resultando em  um  m elhor balanço 

da acidez e um  produto sensorialmente mais aceitável. Mondragón (2004)  verif icou que durante 

a fermentação do ext rato de soja, B. longum  tanto puro quanto em  m istura com  lactobacilos 

apresentou m aior produção de ácido láct ico (L)  que de ácido acét ico (A) , sendo a relação 

L/ A> 1. Mas deve exist ir  um  balanço ideal dos carboidratos presentes no meio, para que não 

exista inibição demasiada, prejudicando o crescimento dos probiót icos durante a fermentação e 
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a vida-de-prateleira. Além  disso, verif ica-se a necessidade de estudar a viabilidade dos 

probiót icos na bebida ferm entada de soja durante o tempo de estocagem , e aplicar diversas 

tecnologias para preservar a viabilidade e característ icas funcionais.  

1 .1 . Análise sensorial  

A avaliação sensorial fornece uma inform ação integral e rápida sobre a qualidade de um  

produto, determ ina a aceitação por parte do consumidor e em  conseqüência a com pra do 

produto (Moraes,1993) ;  um  alimento pode apresentar boas característ icas nut r icionais, m as 

não é suficiente para ser bem  aceito (Behrens, 2002) . Ent re os métodos sensoriais disponíveis 

para se avaliar a aceitação de um  produto pelo consumidor, a escala hedônica não est ruturada 

de 9 cent ímet ros é um  dos métodos m ais ut ilizados devido à confiabilidade e validade de seus 

resultados, bem  com o sua simplicidade em  ser ut ilizada pelos provadores (Stone e Sidel, 2001) . 

A escala do ideal, a escala de equivalência de doçura e o poder edulcorante são técnicas 

sensoriais que atualmente vem  sendo aplicadas no desenvolvimento de novos produtos de 

apelo light , diet  e low-carb (Cardoso et  al.,  2004)  

Em  testes que envolvem  mais de um  produto ou variáveis, out ras análises estat íst icas 

como o teste t , a análise da variância (ANOVA)  e a análise de superfícies de resposta são 

em pregadas na análise dos dados (Mac Fie & Thomsom , 1988, Rodrigues e I emma, 2005) .  

1 .2 . Expectat ivas de aceitação do ext rato hidrossolúvel de soja e derivados. 

Segundo publicação da empresa Danisco (2004) , a qualidade e a diversidade dos 

produtos e as escolhas dos consumidores direcionarão o crescimento dos m ercados light , diet  e 

de funcionais. Deve-se prestar atenção que dietas low-carb (baixo conteúdo de carboidratos)  

cr iarão um  novo segm ento e novas oportunidades de mercado. Além  disso há um a tendência 

m undial pelo consumo de wellness drinks ou bebidas saudáveis por parte dos consumidores de 

bom  nível educacional e conscientes da importância de dietas saudáveis (Benhrens et  al.,  

2004) . 

O ext rato hidrossolúvel de soja tem  como lim itante o gosto adst r ingente devido a 

compostos voláteis de baixa m assa molecular como o n-hexanal, um  sabor desfavorável de 

legum inosa, produto da ação das lipoxigenases (Murt i et  al. ,  1993, Hou et  al.,  2000) , que por 

t ratamento térm ico são inat ivadas. Os fatores ant it r ipsina e hemaglut inina indesejáveis são 

termosensíveis, sendo facilm ente elim inados com  t ratamento térm ico. O problema de possuir 

um  alto teor de -D-galactosil-oligossacarídeos, pseudo-açúcares indigeríveis pelo organism o 

humano causando flatulências, pode ser solucionado at ravés de diversas técnicas de 

processamento e/ ou ferm entação (Hou et  al. ,  2000) . A fermentação tem  sido extensivam ente 
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em pregada para desenvolver vários produtos e superar essas lim itações, por exem plo, na 

produção de queijo de soja e t ipos de iogurte (Chou e Hou, 2000) . Do ponto de vista sensorial, 

a fermentação do ext rato de soja por L. acidophilus e L. casei cont ribui para a melhoria não 

somente do sabor, m as tam bém  do arom a do produto. A at iv idade proteolít ica desses 

m icrorganism os principalmente L. casei,  é responsável pela formação de precursores do arom a 

e sabor, cont r ibuindo para a elim inação do off flavor .  

Behrens (2002)  estudou a aceitação a part ir  de um  Mapa Interno de Preferência, para 

bebidas de soja fermentadas com  L. casei ou L. acidophilus ou uma m istura com ercial contendo 

S. thermophilus, L. acidophilus e B. lact is (BI O-RI CH probiót ico® ) , suplementadas com  

sacarose e lactose. A m istura comercial com  sacarose obteve os melhores resultados em  term os 

de aceitação. O produto combinou baixa acidez com  um  conjunto de notas doces aromát icas. 

Quando ut ilizados os sabores abacaxi e goiaba, obteve-se alta aceitação pelos consum idores 

m ost rando, portanto, alto potencial de mercado. Os sabores de morango, coco e kiwi obt iveram  

boa aceitação. O produto com  sabor avelã foi reprovado. Este estudo demonst rou ser possível a 

m elhoria da qualidade sensorial além  dos nut r icionais e de saúde, aum entando o potencial de 

seu sucesso no m ercado consum idor. Neste t rabalho as crenças e a at itude do consum idor em  

relação aos produtos derivados da soja foram  avaliadas indicando que:  o consumo de soja e 

produtos derivados ainda é baixo;  o iogurte de soja é prat icamente desconhecido;  uma 

proporção reduzida dos ent revistados achou que o iogurte de soja ter ia um  sabor ruim  e a 

m aioria dem onst rou at itude neut ra com  relação a essa afirmat iva. I sto indica um a oportunidade 

de mercado, e ainda deve-se considerar que as alegações de caráter nut r icional e de saúde 

geraram  alta expectat iva e intenção de compra ent re os consum idores, sendo a maior 

proporção de consumidores posit ivamente influenciada pelas alegações aumentando a aceitação 

do produto em  relação ao teste cego.  

1 .3 . Funcionalidade da soja e derivados 

Considerando-se que a soja é uma leguminosa abundante no Brasil,  uma fonte 

apreciável de proteínas e lipídeos, e possui boas característ icas quím icas e nut r icionais, têm -se 

feito importantes esforços para o seu aproveitamento na obtenção de produtos m ais at rat ivos, 

aceitáveis e apetecíveis. A soja é considerada como um  alimento funcional, pois possui 

substâncias que ajudam  a dim inuir o r isco de certas doenças. A soja pode ser usada de forma 

prevent iva e terapêut ica no t ratam ento de doenças cardiovasculares, câncer, osteoporose e 

sintomas da m enopausa (Hasler, 1998, Tamim e & Robinson, 2001, Chiarello, 2002, Donkor & 

Shah, 2008) , pela composição e comportam ento físico-quím ico, e é uma alternat iva de 

consumo para pessoas que apresentam  alergias e/ ou distúrbios alim entares pela leite bovino 
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(principalmente lactentes)  (Wang et  al. ,  1994, Pelto et  al.,  2000, Mondragón, 2004) , além  de 

conter oligossacarídeos naturais ( rafinose e estaquiose)  considerados como prebiót icos ao 

est imular o crescimento de probiót icos (Hou et  al. ,  2000) .  

A presença de fatores bifidogênicos no ext rato de soja, com o os oligossacarídeos 

rafinose e estaquiose, assim , como out ros açúcares (sacarose, frutose, glicose, galactose) , 

vitam inas do com plexo B e fontes de nit rogênio das proteínas hidrossolúveis da soja, fazem  do 

ext rato hidrossolúvel de soja um  m eio complexo e ót imo subst rato para crescimento das 

bifidobactérias (Chiarello, 2002, Chou e Hou, 2000, Hou et  al. ,  2000, Scalabrini et  al. ,  1998) .  

Donkor e Shah (2008)  estudaram  a produção de -glucosidase e a hidrólise das 

isoflavonas ( fitoest rogênios)  por L. acidophilus, B. lact is e L. casei em  ext rato de soja. Todas as 

bactérias produziram  -glucosidase, e as isoflavonas -glucosiladas foram  hidrolisadas para 

isoflavonas agliconas. O increm ento de isoflavonas agliconas no ext rato de soja fermentado é 

desejável para melhorar a sua funcionalidade biológica. 

O ext rato de soja e os seus isolados protéicos possuem  diversas propriedades funcionais 

como emulsificantes, espumantes e espessantes e também  com o agentes gelif icantes. 

Aproxim adam ente 90%  das proteínas da soja são globulinas e as que precipitam  a pH 4,5 são 

chamadas de glicininas. Am bas são m uito complexas, consist indo de diversas subunidades que 

facilmente se associam  e dissociam  sob diferentes condições de pH, força iônica e t ratamento 

térm ico (Braga, 2006) . Daí que as propriedades reológicas dos ferm entados a base de ext rato 

de soja sofram  diversas variações de acordo com  as condições am bientais do meio, modificando 

a funcionalidade das proteínas, observadas como:  mudanças na viscosidade aparente, 

consistência, escoamento, tensão de deformação, sinérese ent re out ros.   

1 .4 . Funcionalidade dos sim biót icos ( probiót icos e prebiót icos)  

Alim entos que contêm  probiót icos e prebiót icos são denom inados simbiót icos (Mat t ila-

Sandholm  et  al. 2002, Crit tenden et  al.  2001, Ferreira e Teshima, 2000, Roberfroid et  al.,  1998, 

Ziemer e Gibson, 1998) .  

1 .4 .1 . Probiót icos 

Guarner e Schaafsman (1998)  definiram  os probiót icos como:  m icrorganismos vivos 

capazes de melhorar o equilíbrio m icrobiano intest inal produzindo efeitos benéficos na saúde do 

indivíduo . 

Em  diferentes regiões do t rato intest inal, estão presentes grupos específicos de 

m icrorganism os, como bactér ias láct icas e bífidas, que modulam  a m icrobiota nestes espaços, 

pr incipalm ente devido aos m etabolitos produzidos (Ferreira e Teshima, 2000) . Bactérias do 
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gênero Lactobacillus atuam  no intest ino delgado, ao passo que o grupo bifidogênico atua no 

intest ino grosso, notadamente no colon. A reint rodução destes grupos m icrobianos no 

hospedeiro é feita por m eio de administ ração de espécies selecionadas, que deverão estar em  

números elevados (maior de 107 UFC.m L-1)  e viáveis no momento do consumo, (Ribka & 

Kailasapathy, 1995) . As bifidobactérias são habitantes naturais do intest ino humano e animal. O 

t rato digest ivo de um  recém  nascido é rapidamente colonizado por bactérias oriundas da vagina 

durante o parto. Após um  m ês, a m icrobiota no intest ino do bebê será ocupada por 80 %  de 

bifidobactérias e essa população parece ser relat ivam ente estável até idade adulta, quando 

começa seu declínio. Sua população é influenciada pela dieta, ant ibiót icos, est resse ent re 

out ros. (Tam im e et  al.,  1995) . Os lactobacilos dim inuem  a at ividade enzimát ica fecal, reduzem  

a diarréia associada a ant ibiót icos em  crianças, auxiliam  no t ratamento e prevenção de 

rotavirus e diarréias agudas em  crianças e no t ratam ento da diarréia reincidente causada por 

Clost r idium  diff icile,  m odula a resposta imune, alivia os sintomas de dermat ite em  jovens, 

m odulam  a m icrobiota intest inal e incrementam  a excreção de ácidos graxos de cadeia curta 

nas fezes (Saarela et  al. ,  2000) . 

É reportado que problem as como a disbiose intest inal, definida como desordem  no t rato 

gast rointest inal devido ao desequilíbrio das bactérias intest inais (Carvalho, 2001) , e a 

obesidade (Behrens, 2002)  aumentaram  bruscamente nos últ imos anos. A dieta, consumo de 

drogas, situações de est resse, t ratamentos quim ioterápicos, idade, tem po de t rânsito intest inal, 

pH intest inal, disponibilidade de material fermentável, e out ras situações, provocam  diferentes 

t ipos de problemas gast rointest inais como a disbiose intest inal (Ferreira e Teshima, 2000)  

Um  dos principais usos de probiót icos pela espécie humana tem  sido o de adjunto 

dietét ico, para repor e/ ou prevenir o desbalanceamento da m icrobiota intest inal. As principais 

espécies que têm  sido empregadas para fins probiót icos são bactérias do gênero Lactobacillus 

como L. acidophilus,  L. casei,  L. rhamnosus além  de espécies de Bifidobacterium .  (Ferreira e 

Teshima, 2000)   

1 .4 .2 . Prebiót icos 

Segundo Chou e Hou (2000) , é difícil a manipulação de bactérias bífidas por serem  

anaeróbias e não tolerarem  bem  o ambiente ácido, sendo o em prego de prebiót icos uma 

alternat iva para o seu aumento no t rato gast rointest inal (Gibson, 1994) .  

Segundo Pineiro et  al (2008) , os prebiót icos foram  originalmente definidos por Gibson e 

Roberfroid (1995)  como ingredientes aliment ícios no digeríveis que afetam  beneficamente o 

hospedeiro ao est imular selet ivamente o crescimento de um  ou um  número lim itado de 

bactérias no colon e m elhorando a saúde do hospedeiro  Um a definição m ais recente 
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estabelece que um  prebiót ico é um  ingrediente selet ivam ente fermentado que perm ite 

m udanças específicas na com posição e/ ou at ividade da m icrobiota gast rointest inal e confere 

benefícios ao bem-estar e saúde do hospedeiro (Gibson et  al, 2004) .  

Out ros autores explicam  que os prebiót icos são substâncias não metabolizáveis no 

intest ino delgado, e que, chegando ao intest ino grosso, são selet ivam ente ut ilizados como fonte 

de carbono pelas bactérias bífidas ali presentes. Para um  ingrediente alimentar ser considerado 

prebiót ico, não deve ser hidrolisado nem  absorvido na parte superior do t rato gast rointest inal, 

oferecendo um  efeito benéfico ao hospedeiro;  deve promover selet ivamente o crescimento e/ ou 

est imular a at ividade metabólica de um  número lim itado de bactérias autóctonas promotoras de 

saúde e não o de out ras bactérias, alterando a m icrobiota colônica em  favor de uma 

composição mais saudável (Yun, 1996, Gibson e Roberfroid, 1995, OMGE, 2008) . O principal 

objet ivo de adm inist rar prebiót icos é favorecer o desenvolvimento do gênero Bifidobacterium  

(Crit tenden e Playne, 1996) .   

Em  2008 foi publicado o relatório do Encont ro técnico da FAO sobre Prebiót icos que 

propôs uma definição mais abrangente para incluir  os novos prebiót icos e para m ost rar de 

forma mais precisa a com preensão atual sobre a ecologia da m icrobiota humana. A definição 

revisada é a seguinte:  Um  prebiót ico é um  com ponente alim entar não viável que confere 

benefício à saúde do hospedeiro associado com  a modulação da sua m icrobiota (Pineiro, 2008) .   

Os ingredientes alimentares que mais atendem  a esses requerimentos, até o presente 

m omento, são os oligossacarídeos (Pinheiro, 2002, Gibson, 1994) .  

Os oligossacarídeos, tais como os frutooligossacarídeos (FOS-  Figura 1a) , -D- frutanos, 

Galactooligossacarídeos (GOS) , t ransgalactooligossacarídeos (TOS) , isomaltooligossacarídeos 

( I MO) , m ananooligossacarídeos (presente na parede celular de leveduras)  e inulina cum prem  

com  as condições dos prebiót icos (Fooks et  al. ,  1999) . Um  prebiót ico pode ser uma fibra, m as 

no necessariamente uma fibra é um  prebiót ico (Pineiro et  al, 2008) .   

A síntese de oligossacarídeos é m uito estudada e existem  patentes japonesas, brasileiras 

e européias abordando sua produção e ut ilização. Os oligossacarídeos de grau alimentar podem  

ser produzidos quím ica ou enzim at icamente, como a síntese enzim át ica a part ir  de açúcares 

sim ples pela reação de t ransglicosilação de plantas ou de origem  m icrobiológica (Ekhart  e 

Timm ermans, 1996) . No cólon, os FOS são rapidamente fermentados pela m icrobiota benéfica, 

pr incipalm ente bifidobactérias. Estas, por sua vez, inibem, especificamente, o crescimento de 

bactérias prejudiciais, tais como Clost r ideos,  e tal alteração na composição da m icrobiota 

intest inal pode ser benéfica para a saúde intest inal e para a sensação de bem -estar (Yun, 

1996) . 
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Há tam bém  um a variedade em ergente de novos prebiót icos que incluem:  

pect inoligosaccharides, lactosucrose, açúcares alcoóis, glucooligossacárídeos, levanas, am idos 

resistentes, xilossacarídeos e oligossacarídeos da soja. Estas substâncias estão sendo estudadas 

in vit ro em  diversos graus, como estudos de alimentação animal, mas raramente em  estudos 

com  alim entação hum ana. Novos com postos para a dieta humana que se encaixam  dent ro da 

categoria do regulamento Europeu de alimentos inovadores requereram  de legislação para 

avaliar os níveis toxicológicos e de segurança antes de serem  incluídos como produtos 

aliment ícios (Pineiro et  al.,  2008) . Os oligossacarídeos presentes em  algumas leguminosas 

como a soja são a rafinose e estaquiose (Figura 1b)  que se caracterizam  por serem  indigeríveis 

pelo humano, e com  efeito prebiót ico (Scalabrini et  al.,  1998) .  

Recentemente, tem-se tam bém  at r ibuído efeitos prebiót icos à polidext rose (Figura 2) . 

Esta substância é um  polissacarídeo sintet izado pela polim erização randômica da glicose, na 

presença de quant idades menores de sorbitol e um  catalisador ácido adequado, sob alta 

tem peratura e vácuo parcial. A polidext rose é parcialmente ferm entada no intest ino grosso, 

m as não é digerida nem  absorvida no intest ino delgado, e em  sua maior parte é excretada nas 

fezes, tendo efeitos fisiológicos sim ilares com  as fibras dietárias:  conduz ao crescimento de 

m icrobiota favorável, reduz a m icrobiota put refat iva, produz ácidos graxos de cadeia curta e 

suprime a produção de m etabólitos carcinogênicos (Jie et  al.,  2000) .                 

( a)        ( b)   

Figura 1 .  ( a)  Est rutura m olecular de frutooligossacarídeos (A)  1-kestose (B)  nistose e (C)  

frutofuranosil nistose (Yun, 1996) .  ( b)  Est ruturas m oleculares dos -galactosídeos rafinose e estaquiose 

(LeBlanc et  al.,  2004) .  
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Figura 2 . Est rutura molecular da polidext rose (PRODIET, 2009)   

1 .4 .3 . Sim biót icos  

Dada a potencial sinergia ent re probiót icos e prebiót icos, os alim entos que contém  uma 

combinação destes ingredientes são freqüentem ente denom inados como sim biót icos. O term o 

foi or iginalmente empregado em  inglês synbiot ic ,  aonde, syn vem  de sinergia e biot ic para a 

vida (Mat t ila-Sandholm  et  al. ,  2002)    

Como o conceito de sim biót icos é relat ivamente novo, não existem  m uitos estudos 

específicos da interação ent re probiót icos e prebiót icos (Saarela et  al. ,  2000) . No 

desenvolvimento de simbiót icos é necessária a seleção de linhagens de m icrorganismos com  

m elhor capacidade de ut ilização de um  determ inado prebiót ico, para se obter um  efeito 

sinérgico na implantação e proliferação das bactérias desejáveis (Ferreira e Teshima, 2000) . 

Mat t ila-Sandholm  et  al. (2002)  destacam  ainda que a evolução no desenvolvimento de 

sim biót icos integrados precisa além  de estudos envolvendo sinergias específicas ent re 

ingredientes probiót icos e prebiót icos no t rato gast rointest inal (TI ) , também  o estudo de 

prebiót icos que protejam  os probiót icos durante a m anufatura, estocagem , form ulação e 

t rânsito gast rointest inal, que cont rolem  a liberação de probiót icos em  locais específicos no TI  e 

além  disso que promovam  uma fermentação lenta e com  produção de ácidos graxos de cadeia 

curta (AGCC)  no cólon distal. A fermentação de carboidratos por bactérias anaeróbicas como 

bifidobactérias, lactobacilos, est reptococos e enterobactérias, produzem  AGCC que dim inuem  o 

pH no colon distal e inibem  o crescimento de bactérias patogênicas, tendo como conseqüência a 

redução da fermentação put refat iva causada por essas bactérias. 

A adição de fatores bifidogênicos na dieta humana, normalmente favorece o aumento na 

ocorrência e no número de bifidobactér ias isoladas do material fecal, sugerindo que a 

suplementação na dieta deveria ser implementada (Crit tenden et  al.,  1996) .  

Hidaka et  al. (1989)  verificou que administ rando 8,8 g/ dia de frutooligossacarídeos 

aumentaria a produção de ácidos graxos. Mackellar & Modler (1989)  constataram  que a 
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bifidobactéria possui enzim as hidrolít icas conhecidas com o inulinase ( -2,1-D- frutano-

frutanohidrolase) , que hidrolisam  os frutooligossacarídeos, ao cont rário das enzim as digest ivas 

de humanos e animais.  

Estudos realizados in v it ro demonstraram  que B. longum  tem  dificuldades de metabolizar 

polímeros de cadeia longa, tais como a inulina. B. adolescent is metabolizou a inulina de forma 

m ais eficaz de que B. longum ,  m as B. therm ophilum  apresentou m elhor crescimento e at ividade 

de inulinase. B. infant is são capazes de ut ilizar cadeias curtas de FOS, porém  são incapazes de 

m etabolizar polímeros de cadeias longas, com  grau de polimerização maior que 25. Modler 

(1994)  verificou que a adição de frutooligossacarídeos à dieta humana (15 g/ dia) , provocou um  

acréscimo de 10 vezes na população de bifidobactérias no intest ino grosso, houve um a redução 

de 0,3 unidades no valor de pH intest inal e decréscimo na contagem  de enterobactérias. Chou e 

Hou (2000)  verificaram  que durante a adição de diferentes sacarídeos e oligossacarídeos 

durante a ferm entação do ext rato de soja, só o isomaltooligossacarídeo obteve efeito 

est imulante ao crescimento de B. longum ,  a contagem  aumentou de 8,50 a 8,86 ( log UFC.mL-1)  

após 48 horas de ferm entação. Mondragón (2004)  obteve contagens para B. longum,  na 

presença dos lactobacilos L. acidophilus e/ ou L. paracasei subsp.  paracasei,  de 

aproximadamente 10 log UFC.mL-1 ent re 16 e 24 horas de fermentação com  adição de 2,5 g/ L 

frutooligossacarídeos influenciado pela quant idade de inoculo (maior ou igual a 6 log UFC.mL-1) . 

Os probiót icos B. longum  e L. paracasei subsp.  paracasei puros e associações de L. 

acidophilus e bifidobactéria e/ ou L. paracasei subsp. paracasei,  tem  crescimento aceitável em  

ext rato de soja, gerando relações simbiót icas, como a disponibilidade de proteínas e a redução 

da acidez do meio por L. acidophilus,  e a disponibilidade de açúcares pelas bifidobactérias 

devido à sua at ividade de -galactosidase, fortalecendo o crescimento de L. acidophilus.  Os 

probiót icos e m isturas consomem  os mono, di e oligossacarídeos provenientes tanto da soja 

como dos FOS adicionados, produzindo principalmente ácido láct ico com  leve produção do 

acét ico (LA> 1, ácido lát ico/ ácido acét ico) . Sensorialmente isto é benéfico, tanto pela dim inuição 

do gosto original da soja e do gosto acét ico, quanto pela m elhora na digest ibilidade 

(Mondragón, 2004, Hou et  al.,  2000) .  

1 .5 . Polissacarídeos  

Os polissacarídeos const ituem  um  amplo e diverso grupo de polím eros, cuja 

funcionalidade individual é determ inada por característ icas, t ipos de ligações glicosídicas, graus 

de ram ificação e composição quím ica. Os polissacarídeos são os componentes da demanda vital 

de células mais versáteis para o armazenamento de componentes, formação de est ruturas e 

caracterização celular. Ao mesmo tempo, esta diversidade oferece uma extensa aplicação 
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destes polím eros na indúst r ia, cobrindo desde o consumo m assivo dos simples com ponentes até 

sua exploração como promotores de saúde e ainda como com postos farmacêut icos (Korakli et  

al.,  2002) .  

Os polissacarídeos podem  ser ut ilizados como adit ivos em  produtos como agentes de 

corpo e para subst ituição parcial ou total de gordura, com  o intuito de suprir  a perda de textura 

além  de evitar a separação de fases. E também  atuam  como estabilizantes e espessantes, 

devido à sua capacidade de aum entar a viscosidade do sistema podendo, inclusive, formar géis 

(Braga, 2006)   

Os polissacarídeos são classificados em  est ruturais e não est ruturais. Os prim eiros 

formam  a est rutura de plantas, insetos ou bactérias (celulose, pect ina, quit ina e murina) . 

Polissacarídeos não est ruturais (am ido, glicogênio e inulina)  geralmente servem  com o reserva 

energét ica em  eucariotas. Estes polissacarídeos podem  ser sintet izados não som ente por 

plantas e algas, mas tam bém  por uma ampla variedade de m icrorganismos incluindo bolores, 

leveduras e bactérias, cujo papel nem  sem pre foi definido. Baseados na localização, os 

polissacarídeos m icrobianos podem  ser divididos em :  polissacarídeos encapsulados (PSC)  

associados com  a superfície celular, os quais se supõe que existam  para melhorar as 

característ icas virulentas de patogênicos como o Streptococcus pneum oniae;  e polissacarídeos 

ext racelulares (EPS)  secretados no meio ambiente (Korakli e Vogel, 2006) .   

1 .6 . Exopolissacarídeos  EPS   

Segundo a sua composição, os EPSs podem  ser classificados em  homo (HoPSs)  e 

heteropolissacarídeos (HePSs) . HoPSs são const ituídos de um  único monossacarídeo (a m aioria 

frutose ou glicose)  e são usualmente produzidos em  grandes quant idades acima de 40 g/ L de 

sacarose pela ação das glicosilt ranferases (Monsan et  al.  2001, Korakli et  al.,  2003) . Os HePSs 

são com postos de dois a oito monossacarídeos (a maioria de glicose, galactose, ramnose e 

frutose)  e são produzidos em  quant idades superiores a 2 g/ L (De Vuyst  e Degeest , 1999, 

Bergm aier et  al. ,  2005) .   

Dent ro do genoma da maioria de organismos, 1-3%  dos genes codificam  glicosil-

hidrolases ou glicosilt rasferases. Em  membros da m icrobiota do intest ino humano, como. 

Bacteroides fragilis e Bifidobacterium  longum ,  genes codificam  enzim as carbohidrato-at ivas em  

níveis reportados de 4,8 e 3,6%  do genoma, respect ivamente (Davies et  al. ,  2005) . HoPSs de 

bactérias estão com postos de monossacarídeos como a glicose (glucana)  ou frutose ( fructana)  e 

são sintet izados a part ir  de glicose at ravés da ação de um a enzima pertencente ao grupo das 

glicosilt ransferases (glucansucrases) . As enzimas envolvidas na biosíntese de glucanas e 

frutanas são denominadas também  glicosilt ransferases (GTFs)  e frutosilt ransferases (FTFs) , 
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respect ivamente (Hernalsteens, 2006) . O m etabolism o da sacarose via FTF ou GTF não só serve 

para a form ação de EPS como também  afeta o balanço de oxido- redução e a energia de geração 

(Korakli e Vogel, 2006) . A produção depende da espécie usada, da concent ração de sacarose e 

das condições de crescim ento. Além  de sintet izar polissacarídeos de alta massa m olecular, as 

glicosilt ransferases catalisam  também  a produção de oligossacarídeos (Hernalsteens, 2006) .  

Muitas bactérias láct icas BAL-  possuem  a capacidade de produzir exopolissacarídeos 

quando ferm entadas em  m eios apropriados (Cerning, 1990, Sm it inont  et  al. ,  1999, Turnier et  

al.,  2000, Gorret  et  al. ,  2003, Cham pagne, et  al.,  2006, Grat tepanche et  al.,  2007) . Apesar do 

importante papel das BAL na indúst r ia de alimentos, recentem ente era dada pouca atenção à 

produção de EPS com  grau aliment ício por estes m icrorganismos (Smit inont  et  al.,  1999) .   

As BAL produtoras de EPS são algumas vezes responsáveis pela turbidez e viscosidades 

indesejáveis em  produtos aliment ícios como o vinho, a cidra e a cerveja (Sm it inont  et  al.,  

1999) . Estes polímeros podem  exercer efeitos negat ivos associados com  a degradação de 

alimentos, por exemplo, o entupim ento de tubulações por dext ranas e levanas na indúst r ia 

açucareira, formação de filmes em  bebidas doces com  datas de validade vencidas, assim  como, 

a formação de biofilmes de m utana, a qual está relacionada à adesão da m icrobiota oral 

causadora das cáries na superfície dos dentes. No entanto, em  muitos casos os polissacarídeos 

ext racelulares de BAL podem  oferecer vantagens numa variedade de produtos aliment ícios 

fermentados (Cerning, 1990, Korakli e Vogel, 2006) . Estes EPS exibem  característ icas 

interessantes que se estendem  desde a melhora na textura e palatabilidade até o incremento 

da vida-de-prateleira de alimentos, além  de oferecer propriedades prom otoras da saúde 

(Korakli et  al. ,  2002, Tieking e Gänzle, 2005) .   

As dext ranas sintet izadas por Leuconostoc m esenteroides foram  uns dos pr im eiros 

biopolímeros produzidos em  escala indust r ial e que tem  grande aplicação na medicina, 

tecnologias de separação e biotecnologia. Nas últ imas décadas, out ros EPS de origem  

m icrobiana têm  sido descritos como subst ituto dos polissacarídeos de plantas. Xantana de 

Xanthomonas cam pest r is e gelana de Sphingom onas paucimobilis são exem plos de 

polissacarídeos produzidos em  grandes quant idades por bactérias não láct icas. Estes EPSs têm  

diferentes aplicações em  alim entos e não alimentos (Sutherland, 1998) .    

Dada a inocuidade natural int rínseca da m aioria das BAL, surge o grande interesse em  

estudar novos EPSs com  aplicações clínicas e em  alimentos. A grande maioria dos EPS 

produzidos por Lactobacilli foram  isolados de produtos láct icos com o os leites fermentados, 

iogurte e grãos de kefir  (De Vuyst  e Degeest , 1999)  e out ras espécies produtoras foram  

isoladas de cereais fermentados e do t rato intest inal (Tieking et  al.,  2003, Tieking et  al.,  

2005b) . A produção de polissacarídeos liberados ext racelularm ente por algumas BAL tem  
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despertado interesse nos últ im os anos por suas propriedades reológicas:  prover textura em  

produtos aliment ícios (Cerning e Marshall,  1999, Savadogo et  al. ,  2004) , viscosidade e retenção 

de umidade em  alimentos fermentados, elim inando problem as como a sinérese, freqüente neste 

t ipo de produtos (Ruas-Madiedo et  al. ,  2006, Mondragón-Bernal et  al.,  2007) .  

Historicamente a natureza dos produtos fermentados varia de uma região para out ra, 

pois dependem  da m icrobiota local, a qual reflete as condições clim át icas do lugar. Assim , em  

leites fermentados t radicionais de lugares fr ios prevalecem  bactérias mesófilas tais como 

Lactococcus e Leuconostoc spp,  enquanto bactérias termófilas, que incluem  especialmente 

Lactobacillus e Streptococcus,  prevalecem  em  regiões com  climas quente, subt ropical ou 

t ropical (Kurm an, 1994, Savadogo et  al. ,  2004) . 

Em  m uitos casos pode ser conveniente usar bactérias láct icas produtoras de EPS como 

cult ivos starter, no lugar de ut ilizar adit ivos como melhoradores de textura, estabilizantes, 

em ulsificantes, gelificantes ou agentes ant i-sinérese em  alimentos ferm entados, (Sm it inont  et  

al. 1999) . No concernente à segurança alimentar, pode ser interessante elim inar o uso desses 

adit ivos e subst ituí- los por EPSs produzidos por BAL nas culturas starter ,  e, dado que os EPSs 

são produzidos in situ durante o processam ento do produto, estes não são considerados como 

ingredientes (Turnier et  al.,  2000, Tieking et  al. ,  2003) .  

Os EPS interagem  com  as m icelas de caseína, m elhorando a textura do iogurte, 

incrementando a viscosidade e dim inuindo a suscept ibilidade à sinérese (Hess et  al.  1997, 

Grat tepanche et  al.,  2007) . Misturas de culturas de bactérias láct icas mesófilas contendo L. 

lact is, L. lact is subsp.  cremoris, L. lact is subsp.  lact is biovar .  diacetylact is e Leuconostoc 

m esenteroides são geralmente ut ilizadas na fabricação de queijo fresco para produção de ácido, 

compostos de aroma e de textura (Lucey, 2003, Grat tepanche et  al.,  2007) .  

Algumas espécies de BAL tem  efeito benéfico à saúde em  geral, proporcionando balanço 

da m icrobiota benéfica no intest ino humano (Salm inen et  al. ,  1999) , além  das funções 

tecnológicas (Tannock et  al. ,  2000, Savadogo et  al.,  2004) . Os lactobacilos são comumente 

em pregados com o starters na fabricação de produtos lácteos, sendo o caso de L. rhamnosus 

ssp que é uma espécie produtora de EPS com  potencial probiót ico (Dupont  et  al.  2000, Macedo 

et  al. 2002, Cham pagne et  al. 2006) . Out ras espécies com  potencial de produção de EPS são 

Lactococcus lact is spp (Turnier et  al.,  2000, Champagne et  al.  2006, Grat tepanche et  al. 2007) ;  

Leuconostoc spp. ,  L. fructosum ,  L. m esenteroides spp (Santos et  al. ,  2000, Hernalsteens, 2002, 

Cham pagne et  al.,  2006) ;  Pediococcus acidilact ici (Sm it inont  et  al.,  1999) ;  e Proponibacterium  

como P. freudenreichii spp (Jan et  al. 2000, Gorret  et  al. 2003, Tharm araj  e Shah, 2004, 

Leverr ier et  al.  2005) , tendo este últ imo um  crescente interesse pelos seus efeitos est imulantes 

sobre probiót icos e por ser tam bém  produtores de vitamina B12 (Tharmaraj  e Shah, 2004) . 
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Propionibactérias presentes em  produtos lácteos são m icrorganismos de grau alim ent ício 

produtoras de EPS, mas esses EPS têm  sido pouco estudados em  relação aos de bactérias 

láct icas. Crow (1988)  isolou polissacarídeos produzidos por P. freudenreichii ssp. shermanii 

ATCC9614, e determ inou sua composição:  galactose (39% ) , glicose (4% ) , met ilpentose (39% ) . 

Gorret  e colaboradores (2003)  estudaram  a produção de EPS por P. acidi-propionici SSP, esses 

EPS não apresentaram  capacidade de gelificação, podendo ser usados para formar fluidos mais 

densos e viscosos. 

Segundo Champagne et  al.  (2006)  é possível cont rolar a população final de bactérias 

produtoras de EPS, ou de aroma, por meio do ajuste do inóculo das culturas, dado que maiores 

níveis de inóculo afetam  posit ivamente o arom a e a viscosidade de produtos lácteos. A 

tem peratura de fermentação teve efeito significat ivo posit ivo sobre a viscosidade aparente, no 

entanto ocorreu maior sinérese. Na faixa de 23,5 a 36,5 oC, temperaturas mais baixas 

promoveram  o crescim ento de Leuconostoc e L. lact is. ssp.  cremoris,  enquanto altas 

tem peraturas favoreceram  L. rham nosus e L. lact is ssp.  lact is,  sendo estes últ im os associados à 

produção de EPS e incremento da viscosidade. 

Para Lactococci,  Ruas-Madiedo et  al.  (2002)  sugerem  que, uma população superior a 108 

UFC.m L-1 é necessária para que os cult ivos produtores de EPS afetem  significat ivamente a 

textura de leites fermentados. Para L. rham nosus,  aumentos significat ivos na viscosidade 

aparente em  pH 6,0 só foram  notados quando a população foi superior a 109 UFC.m L-1 (Macedo 

et  al. ,  2002) . Segundo Beal et  al. (1999) , um  pH final m enor levou ao aum ento na viscosidade 

do iogurte devido à formação de um  gel f irme resultado da coagulação ácida das m icelas de 

caseína em  pH baixo e/ ou maior produção de EPS por L. rhamnosus.  

A part ir  de produtos fermentados tailandeses, Sm it inont  et  al.  (1999)  isolaram  duas 

espécies de Pediococus pentosaceus que produziam  altas quant idades de EPS a part ir  da 

fermentação em  meio MRS enriquecido com  sacarose. De 104 linhagens isoladas de BAL, cinco 

coccus foram  capazes de produzir EPS em  m eio líquido, os quais foram  ident ificados como 

Pediococcus pentosaceus.  P.pentosaceus espécies AP-1 e AP-3 sintet izaram  EPS em  alta 

produção. Com  base na composição de açúcares, análise de met ilação e por espect roscopia 

nuclear de ressonância magnét ica, os dois EPSs most raram  pertencer ao m esmo t ipo de 

dext rana. O EPS de P.  pentosaceus AP-3 m ost rou ter um  maior grau de ram ificação e uma 

m aior massa molecular em  relação ao out ro. 

Segundo Grat tepanche et  al.  (2007) , a produção de EPS por culturas combinadas foi 3 

vezes menor que em  culturas puras. A quant idade obt ida por Cerning (1990)  de EPS de L. lact is 

subsp. lact is foi de 100-600 m g/ L e por Savadogo et  al.  (2004)  de EPS de Streptococcus 

thermophilus em  m eio MRS, subst ituindo glicose por lactose (75 g/ L) , foi de 814 mg/ L. Macedo 
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et  al.  (2002)  obt iveram  até 2775 mg/ L de EPS de L. rham nosus RW-9595M em  m eio m ínimo 

basal composto por soro e ext rato de levedura enriquecido com  vitam inas, sais e am inoácidos. 

No entanto, a com paração desses resultados é difícil,  pois diferentes técnicas de ext ração e 

quant if icação de EPS foram  ut ilizadas em  cada um  dos casos por cada autor, somado ao fato de 

que em  meios com plexos, como o ext rato de soja, existe interferência por out ros com ponentes 

de difícil separação durante a análise (Goh et  al.  2005) .  

Segundo Macedo et  al.  (2002) , a produção de EPS por bactérias láct icas é influenciada 

pela com posição do meio de crescimento, part icularmente de am inoácidos, m inerais, vitam inas 

e bases nit rogenadas, a qual está relacionada à produção de biomassa, havendo exceções. 

Assim , diversas tentat ivas para aum entar a produção de EPS, como alteração da composição do 

m eio ( fontes de carbono, temperatura e pH)  têm  sido realizadas. Sais de Mg2+  e Mn2+  são 

fatores essenciais para o crescim ento de lactobacilos e que melhoram  a produção de EPS ao 

m enos at ravés da promoção do crescimento. O Mg2+ ,  por exemplo, influencia na at ividade da 

enzima fosfoglucomutase, que part icipa na biossíntese de EPS, catalisando a t ransferência de 

grupos fosfato ent re os carbonos C1 e C6 da glicose (Macedo et  al. ,  2002) . Assim , o ext rato 

hidrossolúvel de soja, por ser um  meio com plexo, r ico em  am inoácidos, vitam inas e sais 

m inerais (~ 216 mg/ L de Mg2+  e ~ 2,68mg/ L de Mn2+  (NEPA, 2006) , poderia ser um  meio 

apropriado para a formação de EPS por bactérias láct icas e superior ao leite bovino integral que 

possui 100mg/ L de Mg2+  e t raços de Mn2+  (NEPA, 2006) , quant idades inferiores ao ext rato de 

soja.  

1 .7 . Análise de Exopolissacarídeos   

Diferentes m étodos para a determ inação de EPS têm  sido desenvolvidas e ut ilizadas por 

m uitos pesquisadores nas últ im as duas décadas envolvem  a combinação de técnicas para isolar, 

purificar e quant ificar os EPS num  meio de cultura (Dubois et  al.  1956, Cerning 1990, Doco et  

al.  1991, Azeredo e Oliveira, 1996, Marshall e Rawson 1999, De Vuyst  e Degeest , 1999, Tuinier 

et  al.  ,  2000, Dupont  et  al. ,  2000, Gorret  et  al. ,  2003, Goh et  al. ,  2005) . Algumas das técnicas 

ut ilizadas para isolar e/ ou purificar EPS incluem  cromatografia de exclusão molecular do t ipo 

perm eação em  gel (GPC), cromatografia de t roca iônica, ult rafilt ração, diafilt ração, 

cent r ifugação, diálise, ult rasom  e liofilização.   

As técnicas para precipitação de EPS incluem  a adição de etanol, acetona, propanol, 

isopropanol, bromato cet ilt r im et ilamonio (CTAB)  e 3,5,6- t r ifenil-2,3,5,6- tet raza biciclo-1-

hexeno, com ercialmente conhecido como Nit ron (Azeredo e Oliveira, 1996) . Em  m eios de 

cultura que contem  proteínas, o ácido t r icloroacét ico (TCA)  e t ratamentos enzim át icos são 

em pregados com umente para precipitar e hidrolisar as proteínas, respect ivamente. Em  
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seqüência ao isolamento e purificação, a quant ificação dos EPS emprega geralmente métodos 

de determ inação de carboidratos totais como o método fenol sulfúrico (Dubois et  al.  1956) .   

Muitas destas análises são suficientes para a determ inação dos teores de EPS em  m eios 

de cultura quim icamente definidos. Um  problem a comum  na quant if icação de EPS é a presença 

de carboidratos de baixo peso molecular (ex. lactose, glicose, etc.)  os quais chegam  a ser 

insolúveis em  etanol, e conseqüentem ente são incluídos na análise de EPS. Nos meios 

complexos contendo leite, os valores de EPS são imprecisos, dado que os com ponentes não-EPS 

presentes no m eio freqüentem ente interferem  com  a análise (Cerning, 1990) . Durante a 

fermentação do leite por BAL, o ácido láct ico produzido causa agregação das part ículas de 

caseína levando à form ação de um a rede altamente complexa de proteínas e EPS. Este gel 

apesar de frágil proporciona que células bacterianas, lactose e out ros componentes menores 

fiquem  presos (Goh et  al.  2005) . A separação cuidadosa do EPS dos componentes não-EPS, 

part icularmente, proteínas, lactose e células se faz necessária, j á que a inclusão de cada um  

desses componentes pode influenciar os resultados dos métodos quím icos empregados para a 

total determ inação de carboidratos (Cerning, 1990) . Ent re as dificuldades encont radas, as 

enzimas proteolít icas que são usadas para a hidrólise de proteínas, algum as dessas enzim as 

parecem  possuir at iv idade de glucanase e alguns m étodos não levam  em  consideração a 

cont r ibuição total de carboidratos nas amost ras cont role (brancos) , além  das forças G de 

cent r ifugação aplicadas em  vários estudos não são apropriadas. De form a geral os fatores 

significat ivos em  cada etapa para a determ inação de EPS  incluem  (Goh et  al. ,  2005) :  o uso de 

enzimas proteolít icas em  m eios de cultura a base de leite ou out ras proteínas complexas, a 

precipitação de EPS com  etanol, sendo 70%  o ót im o para precipitar o EPS mantendo solúvel a 

lactose e a im plementação de um  regime ót im o de cent r ifugação para o isolamento efet ivo do 

precipitado de EPS.  

1 .8 . Vida- de- prateleira de alim entos processados  

Segundo Moura e Germ er (2004) , muitas são as reações de t ransform ação dos alimentos 

processados em  sua vida út il,  ainda que a deterioração m icrobiana esteja sob cont role;  há 

out ras reações, tais com o alterações de cor, sabor, textura, qualidade nut r icional e funcional. 

Os fatores que influenciam  a velocidade das reações são:  temperatura, um idade, at ividade de 

água, acidez, teor de oxigênio, estado da matr iz sólida, presença de catalisadores ent re out ros. 

Além  disso, os alim entos, por serem  um  m aterial biológico, são sistemas ext remam ente 

complexos, nos quais as diversas reações de deterioração acontecem  paralelamente, com  

diferentes cinét icas, tornando difícil a previsão da vida-de-prateleira e a precisão dos 

resultados. 
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Segundo Teixeira-Neto & Moura (Moura e Germer, 2004)  durante a formulação dos 

produtos aliment ícios, em  muitos casos, são agregadas substâncias quím icas que visam  

cont rolar as reações de deterioração, além  de out ras que buscam  conferir  certas característ icas 

funcionais a esses alimentos, ou mesmo melhorar o seu conteúdo nut r icional. Do ponto de vista 

de conservação dos alimentos, esses adit ivos são muito im portantes e devem  ser sempre 

considerados na avaliação da vida-de-prateleira dos produtos, alem  de serem  valiosos na 

ot im ização dos resultados pretendidos e na extensão do shelf- life.   

Mondragón (2004)  observou que, em  produtos simbiót icos fermentados a base de 

ext rato de soja, as máximas contagens de probiót icos foram  at ingidas na faixa de pH de 4,3 a 

5,5. Quando os m eios at ingem  valores de pH inferiores a 5,8-6,0, ocorre a desnaturação das 

proteínas solúveis da soja e observa-se uma mudança na consistência e a cor da bebida pela 

formação de um  coágulo. A interrupção da ferm entação geralm ente é efetuada em  pH ent re 4,5 

e 5,0, estado no qual as proteínas são mais digeríveis e o produto apresenta consistência de 

iogurte desejada. Verificou-se que, durante a estocagem , o pH cont inua decrescendo causando 

sinérese, além  de mudanças no sabor, aparência e consistência.   

1 .9 . Propriedades reológicas de alim entos  

Segundo Steffe (1996) , a reologia é definida como a ciência de deformação e do 

escoamento, que estuda a forma como os materiais respondem  a uma tensão ou deformação 

aplicada. A reologia é vastamente usada na indúst r ia de alim entos como, por exem plo, na 

determ inação da funcionalidade de ingredientes no desenvolvim ento de produtos, cont role de 

qualidade, estudos de vida-de-prateleira, determ inação da textura do alimento correlacionando 

ensaios de análise sensorial com  medidas reológicas, ent re out ros.   

Todo material apresenta uma resposta a uma força externa ent re duas ext remidades do 

comportamento ideal:  um  sólido elást ico e um  líquido viscoso. O primeiro é descrito pela lei de 

Hooke, enquanto que um  líquido viscoso ideal obedece à lei de Newton. A m aior parte dos 

alimentos comporta-se como um  m aterial viscoelást ico, ou seja, dependendo da tensão aplicada 

e da escala de tempo, um  corpo sólido pode apresentar propriedades da fase líquida e um  

m aterial líquido pode m ost rar propriedades de um  corpo sólido. O comportam ento viscoelást ico 

de alimentos estuda-se largamente em  reômetros que prom ovem  cisalhamento na amost ra 

( força tangencial) . Além  disto, é possível a caracterização do produto a baixas ou altas 

deformações independentemente do t ipo de força aplicada.  

A m aioria das caracterizações reológicas é realizada em  escoamento em  estado 

estacionário, já que a viscosidade é considerada a propriedade mais im portante do m aterial. A 

viscosidade representa a medida da resistência ao escoam ento quando um a tensão de 
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cisalhamento é aplicada. Quando um  fluido Newtoniano é submet ido a um  escoamento, a 

viscosidade, (Pa.s)  é a constante de proporcionalidade ent re a tensão, (Pa)  e a taxa de 

deformação, 

 

(s-1) , como apresentado na Equação 1. 

(eq. 1)   

Em  alim entos, diversos fluidos não seguem  a lei de Newton, sendo então chamados de 

fluidos não-Newtonianos. A constante de proporcionalidade apresentada na Equação 1, é 

conhecida como viscosidade aparente. No caso de fluidos não-Newtonianos a viscosidade é 

dependente da taxa de deformação exist indo diversos modelos reológicos para caracterizar tal 

fluido. Os t ipos de curvas de escoamento obt idas pelos m odelos m ais simples e m ais difundidos 

na literatura são apresentados na Figura 3. 

      

Figura 3 . Curvas de escoamento para fluidos Newtonianos e não-Newtonianos.   

A m aioria dos alim entos podem  se classificar em  duas categorias principais:    

1 .9 .1 . Fluidos que não necessitam  de tensão inicial de cisalham ento ( o)  para escoar  

Estes fluidos podem  ser descritos pela lei da potência ou equação de Ostwald de Waelle:  

k
n (eq. 2)  

onde, k  é o índice de consistência (Pa.s-n) , e n é o índice de comportamento do fluido. Podem  

ser classificados em  pseudoplást icos e dilatantes. O primeiro apresenta n infer ior a 1 e a 

viscosidade aparente decresce com  a deform ação, sendo o m ais comum  nos alimentos não-

Newtonianos. Os dilatantes são opostos aos pseudoplást icos, sendo que o n é maior que 1. 
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1 .9 .2 . Fluidos que necessitam  de tensão inicial de cisalham ento ( o)  para escoar 

Podem  ser Plást icos de Bingham, que most ram  relação linear ent re a tensão de 

cisalhamento e a taxa de deform ação, porém  possuem  tensão inicial ou residual para que possa 

escoar:  

k (eq. 3)  

Os fluidos Herschel-Bulkley apresentam  comportamento do t ipo lei da potencia com  

tensão de cisalham ento inicial:  

k
n (eq. 4)  

O comportamento físico de fluidos com  tensão inicial de escoam ento é usualm ente 

explicado em  term os de sua est rutura interna, a qual é capaz de impedir o m ovimento para 

valores de tensão de cisalhamento m enores que um  valor o.  Para 

 

m aior que o a est rutura 

interna colapsa, perm it indo que haja escoamento.  

1 .1 0 . I nterações entre proteínas- polissacarídeos  

Segundo Braga (2006) , no intuito de m elhorar algumas característ icas funcionais das 

proteínas, as interações que ocorrem  ent re proteínas e polissacarídeos, sistemas comum ente 

encont rados em  alim entos, são de grande interesse. Os sistemas com  m ais de um  biopolímero 

exibem  com portamentos mais complexos do que m isturas de polímeros sintét icos, por 

possuírem  um  equilíbr io relacionado ao estado de ordem   desordem  de conform ação, além  de 

apresentar t ransições e separações de fases em  determ inadas situações. I nterações ent re 

polímeros resultam  em  incompat ibilidade e formações com plexas.   

Estudos sobre interações das proteínas de soja com  polissacarídeos têm  sido conduzidos 

por poucos grupos de pesquisa (Braga, 2006;  Chang, 2003) .  

Na presença de polissacarídeos, a temperatura de desnaturação de algumas proteínas é 

alterada ou a capacidade de formação dos géis é modificada. Em  solução, as proteínas podem  

at rair  e repelir  os polissacarídeos dependendo da sua origem , do pH, da força iônica, da 

tem peratura, da concent ração ou do cisalhamento a que são submet idas.  

As propriedades de um  gel protéico, como textura e sinérese, podem  ser alteradas não 

só pela adição de polissacarídeos como também  pelas variações na força iônica e pH do 

sistem a.  A formação de um a rede protéica é o resultado da agregação das m oléculas de 

proteína, a part ir  da desnaturação prévia destas e/ ou da acidificação do sistem a, por exemplo, 

at ravés da ação de cultura bacteriana. Utsum i e Kinsella (1985)  relatam  que as forças 

m oleculares envolvidas na formação de géis térm icos de isolado protéico de soja são pontes de 
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hidrogênio e interações hidrofóbicas, enquanto que o gel é mant ido por pontes de hidrogênio e 

dissulfeto.  

1 .1 1 . Screening Design  Placket t  &  Burm an.  

Os planejam entos propostos em  1946 por Placket t  & Burm an (P-B) , baseados na 

m etodologia do planejamento fatorial, são um a ferramenta estat íst ica m uito út il na avaliação 

prévia de um  processo quando tem-se um  grande número de var iáveis. P-B é ut ilizado para que 

o pesquisador não exclua de form a arbit rária as variáveis que possam  ser importantes no 

processo. Como vantagens têm-se a redução do número de ensaios a serem  realizados, perm ite 

est imar os efeitos principais e ident ificar as variáveis m ais relevantes que devem  ser escolhidas 

para a realização do planejamento com pleto;  tem  a desvantagem  de não perm it ir  a ot im ização 

do processo. Na ot im ização do processo deve-se usar uma est ratégia seqüencial de 

planejamentos conform e o número de variáveis em  questão:  um  ou mais P-B, um  ou mais 

planejamento(s)  completo(s)  e análise de Superfície de Resposta. P-B são também, 

planejamentos saturados, que perm item  estudar todos os efeitos principais (k= n-1, onde n 

representa o número de ensaios)  com  variância m ínima. Todas as colunas são ortogonais, e 

essa sim etr ia perm ite que os efeitos principais de cada fator sejam  determ inados 

individualmente, adm it indo-se que os efeitos de interação sejam  desprezíveis. (Rodrigues e 

I em ma, 2005) .  

1 .1 2 . Efeitos benéficos dos probiót icos 

A im agem  das com panhias que vendem  produtos não saudáveis (como os carentes de 

fibras dietét icas, altamente calóricos e gordurosos, ent re out ros aspectos) , pode ser altam ente 

afetada pela pressão da mídia, segundo a em presa Danisco (2004) . A legislação é cada vez 

m ais r igorosa quanto às classificações e uso de alegações, sendo um  dos m ot ivos pelos quais os 

produtos funcionais e wellness drinks devem  ser desenvolvidos sob pesquisas bem  

fundamentadas (ANVI SA, 1999, Behrens, 2002) . Segundo Behrens et  al.  (2004) , é de grande 

importância que, uma vez comprovada a propriedade funcional de um  alimento, a informação 

desta propriedade seja realizada com  ét ica e objet ividade, de form a que não somente promova 

as vendas do produto, mas que sobretudo, respeite e beneficie o consumidor. 

Alguns dos fatores que afetam  a composição da m icrobiota humana, enumerados por 

Fooks et  al.  (1999) , são:  t ipo de alim entação, quant idade, com posição quím ica e disponibilidade 

de substâncias de crescimento, disponibilidade de sít ios de colonização, interações 

imunológicas, est ratégias de ferm entação individual por cada bactéria, tempo de t rânsito 

intest inal, pH intest inal, potencial de óxido- redução, disponibilidade de receptores de elét rons 
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inorgânicos, produção de metabólitos bacterianos, presença de com postos ant im icrobianos, 

idade do hospedeiro, m ovimentos peristált icos, ent re out ros. Para serem  efet ivos, os 

m icrorganism os probiót icos devem  ser capazes de ult rapassar vár ias barreiras até o lugar em  

que deverão atuar (Chou et  al.  1999) . Para um a bactéria ser probiót ica, ela deve cumprir  certos 

requisitos como os enumerados na Tabela 1, onde se especificam  tam bém  os principais efeitos 

benéficos e terapêut icos at r ibuídos ao consumo de probiót icos. Um  probiót ico de am plo espect ro 

deve conter m icrorganism os que vão atuar em  toda a extensão do t rato gast rointest inal. Para 

exercerem  efeitos probiót icos, essas bactérias devem  ser capazes de se aderir  à superfície da 

m ucosa intest inal (Salm inen et  al.,  1999) .  

1 .1 3 . Estudos de funcionalidade e aplicações clínicas  

Segundo Crit tenden et  al.  (2001)  para os probiót icos serem  efet ivos no cólon, eles 

devem  perm anecer viáveis tanto no produto quanto durante a passagem  at ravés do t rato 

gast rointest inal. O am biente ácido e r ico em  protease do estômago e os efeitos inibitórios dos 

sais de bile secretados dent ro do duodeno, são possivelmente os m aiores impedimentos para a 

sobrevivência das bactérias ingeridas durante o t rânsito intest inal.   

I númeras condições simuladas in v it ro têm  sido usadas por pesquisadores para predizer 

a sobrevivência de espécies de Bifidobacterium  durante o t rânsito intest inal (Clark et  al. .  1993;  

Clark e Mart in 1994;  Lankaputhra e Shah 1995;  Marteau et  al.,  1997;  Charteris et  al. ,  1998, 

Chou e Weim er, 1999, Lee e Heo, 2000, Crit tenden et  al. ,  2001, Jan et  al.,  2002, Doyreles, 

2003, Morelli,  2007) . Diversas caracterizações in vit ro dos at r ibutos tecnológicos das espécies 

podem  ser usadas para avaliar o potencial de ut ilização na produção comercial e aplicação em  

bases aliment ícias com  sucesso. Segundo Morelli (2007)  a seleção de novas bactérias 

probiót icas por m eio de testes in vit ro e relaciones sinérgicas com  prebiót icos apresenta um  

desafio para os cient istas assim  como para as com panhias produtoras de bebidas funcionais. 

Atualmente, a maioria dos probiót icos é analisada usando testes focados na sua habilidade de 

sobreviver no am biente do t rato gast rointest inal e a subseqüente colonização.  

A Organização Mundial de Gast roenterologia elaborou em  2008 uma guia prát ica sobre 

probiót icos e prebiót icos onde apresenta um  quadro geral sobre as evidências existentes para 

aplicação clínica de probiót icos. A Tabela 1 resume uma série de afecções clínicas com  evidencia 

de que a adm inist ração oral de uma cepa específica de probiót icos (em  alguns casos associadas 

a prebiót icos)  demonstrou ser eficaz e benéfica a saúde em  pelo menos um  ensaio clínico bem  

desenhado e com  potência estat íst ica adequada. Na mesma Tabela 1 no todos os efeitos 

benéficos podem  ser at r ibuídos a todas as espécies probiót icas senão a espécies específicas 

com  evidências clínicas provadas. (Saarela et  al. ,  2000) .  
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Tabela 1 . Efeitos benéficos de probiót icos em  humanos. Critér ios de seleção. 

Efeitos benéficos*  

Manutenção da m icrobiota intest inal norm al1* *  

Antagonista de crescim ento de patogênicos1 

I m pedim ento da reabsorção de com postos am inados 

indesejáveis1 

Desconjugação de ácidos biliares1 

Dim inuição de doenças coronárias1 

Prevenção de hipercolester im ia1 

Prevenção cont ra câncer de colo1 

Prevenção da osteoporose1 

Dim inuição da at iv idade enzim át ica fecal3 

Est im ulação do sistem a im unológico1,6* *  

Redução dos níveis de colesterol1,6* *  

I ncrem ento dos ácidos graxos nas feses3* *  

Alív io dos sintom as de alergias com o a derm at ite atópica  

em  crianças 3,5 

Manutenção da rem issão na doença de Crohn5  

Melhora o valor nut r icional dos alim entos1-efeitos na absorção de 

nut r ientes(cálcio, m agnésio, elem entos t raça, proteínas) 6* *  

At iv idade ant im utagênica1,  ant icarcinogênica1,6* *  e ant itum oral1 

Evidências de aplicações terapêut icas*  

Redução da intolerância à lactose1,5 

Prevenção de infecção urogenital1 

Alív io da const ipação5* *  

Redução, prevenção e t ratam ento de vários distúrbios 

diarréicos (associado a ant ibiót icos, viral, associado a 

Clost r idium  diff icile,  diarréia dos viajantes) 5 

Aliv io dos sintom as da síndrom e de intest ino ir r itável5 

Terapia adjuvante para erradicação de H. pylor i 5 

Manutenção de rem issão de colite ulcerat iva, na 

puchite,enterecolite necrosante em  lactentes5 

Prevenção de infecções pós-operatórias5* *  

Tratam ento de hepatoencefalopat ia5* *  

Alguns cr it ér ios para a seleção de 

m icrorganism os probiót icos  

I ) origem  hum ana2,   

I I ) resistência aos sucos gástr icos2,   

I I I ) capacidade de aderência à m ucosa 

intest inal2,  

I V) resistência à bílis2 

V) resistência à lisozim a2,   

VI ) persistência no t rato intest inal hum ano3 

VI I ) produção de substâncias 

ant im icrobianas3,   

VI I I ) Antagonistas de bactér ias patogênicas e 

carcinogênicas3,   

I X) seguros para uso clínico e alim ent ício3,  

X) validade clínica e com  docum entação 

dos efeitos à saúde3,  

XI ) núm eros elevados de m icrorganism os 

probiót icos, no m om ento de seu 

consum o2,   

Aspetos tecnológicos gerais consideram  tam bém :  

XI I ) Viabilidade durante o processam ento4 

(desidratação, congelam ento, 

liof ilização)  2,   

XI I I ) Boas propriedades sensor iais4 

XI V) Produtos com  aceitável v iscosidade4  

XV) Estabilidade dos produtos durante 

estocagem 4  

1Fuller, 1989, Lourens-Hat t ingh et  al, 2001. 2Fooks et  al. ,  1999. 3Saarela et  al. . ,  2000. 4 Matt ila-Sandholm  
et  al.,  2002. 5 OMGE, 2008. 6Pineiro, 2008. * Com  probiót icos e * * com  prebiót icos ou sim biót icos.    

Atualmente, vários estudos demonst raram  im portantes ganhos terapêut icos com  

probiót icos, como por exemplo:  Está demonst rado que várias cepas probiót icas servem  para 

reduzir a severidade e duração da diarréia infecciosa aguda em  crianças e adultos e da 

associada a ant ibiót icos;  em  estudos publicados encont ra-se consistentemente uma redução da 

distensão abdominal e da flatulência como resultado dos t ratamentos com  probiót icos em  

pacientes com  síndrome de intest ino irr itável;  também, melhoras na digestão da lactose e 
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redução dos sintomas relacionados à sua intolerância;  e, resultados de um  estudo sugerem  que 

um a preparação sim biót ica pode dim inuir a expressão de biomarcadores de câncer colo- retal, 

ent re out ras aplicações terapêut icas. No entanto, existe evidência insuficiente de estudos 

comparat ivos para qualificar com  eficácia provada alguns benefícios at r ibuídos aos probiót icos, 

como ocorre com  o t ratamento da doença de Crohn, aonde recentes pesquisas concluíram  que 

não existe evidência que sugira que sejam  benéficos para a manutenção da rem issão nessa 

doença (Kodama e Augusto, 2006, OMGE, 2008) , precisando-se de novos estudos mais 

conclusivos.   

A Figura 4 most ra resum idamente em  um  esquema proposto por Mat t ila-Sandholm  e 

colaboradores (2002)  as característ icas funcionais de probiót icos, prebiót icos e simbiót icos na 

evolução observada no desenvolvim ento de tecnologias e produtos que os contem .                   

Figura 4 . Esquema da evolução no desenvolvim ento de tecnologias para produtos envolvendo 

probiót icos, prebiót icos e simbiót icos (Mat t ila-Sandholm  et  al.,  2002) . TI :  t rato intest inal. AGCC:  

ácidos graxos de cadeia curta.  

REFERÊNCI AS BI BLI OGRÁFI CAS 

ADA Reports. Posit ion of the Am erican Dietet ic Associat ion:  Funct ional Foods. Journal of the Am erican 

Dietet ic Associat ion. v.104, n.5, p.814-826, 2004 

Evolução do desenvolvim ento de tecnologias com  probiót icos/ prebiót icos/ sim biót icos 

PROBI OTI COS 

PREBI OTI COS 

SI MBI OTI COS

 

Linhagens exógenas

 

Conhecimento dos efeitos na 
saúde. 

 

Modulação im unológica 

 

Especificidade em  hospedeiros? 

 

Colonização? 

 

Efeitos sinérgicos entre 
probiót icos e prebiót icos 
no t rato gast rointest inal  

 

Especificidade lim itada 
de prebiót icos para 
linhagens de probiót icos 

SI MBI OTI COS 

I NTEGRADOS 

 

Proliferação de linhagens 
endógenas 

 

Efeitos sobre a at ividade 
metabólica e na dinâm ica 
populacional da m icrobiota 

 

Especificidade? 

 

Oligossacarídeos com  relat iva 
ferm entação rápida no colon 
proximal 

 

Sinergias específicas ent re 
probiót icos e ingredientes 
prebiót icos no TI  

 

Prebiót icos que adicionalmente 
protejam  probiót icos durante 
manufatura, estocagem, formulação 
e t ransito intest inal (p.e. 
encapsulação)  

 

Liberação cont rolado de 
probiót icos em  sít ios específicos no 
TI  

 

Fermentação mais lenta dos 
prebiót icos ao longo do TI  com  
produção de AGCC no colon distal.  



Cap.1. Revisão Bibliográfica 

____________________________________________________________________________  

33

AGÊNCI A NACI ONAL DE VI GI LÂNCI A SANI TÁRI A. Regulam ento Técnico de Substâncias Bioat ivas e 

Probiót icos I solados com  Alegação de Propriedades Funcionais ou de Saúde. Resolução 

RDC No. 2, 7 de janeiro de 2002. 

AGÊNCI A NACI ONAL DE VI GI LÂNCI A SANI TÁRI A. Diret r izes básicas para análise e com provação de 

propriedades funcionais e ou de saúde alegadas em  rotulagem  de alim entos. Resolução 

RDC No. nº  18, de 30 de abril de 1999. 

AZEREDO, J., OLI VEI RA, R. A new m ethod for precipitat ing bacter ial exopolysaccharides. Biotechnology 

Techniques, v. 10, n.5, p. 341 344, 1996. 

BEAL, C.;  SKOKANOVA, J.;  LATRI LLE, E.;  MARTI N, N.;  CORRI EU, G. Com bined effects of culture condit ions 

and storage t im e on acidicat ion and viscosity of st irred yogurt . Journal of Dairy Science ,  v. 82, 

p. 673 681, 1999. 

BEHRENS, J.H., ROI G, S.M. e SI LVA, M.A.A.P. Ferm entat ion of soym ilk by com m ercial lact ic cultures:  

developm ent  of a product  with m arket  potent ial.  Acta Alim entaria ,  33(2) , 101-109, 2004. 

BEHRENS, J. H. Aceitação, At itude e expectat iva do consum idor em  relação a um a nova bebida 

ferm entada à base de ext rato hidrossolúvel de soja ( Glycine Max L- Merril) . Tese de 

Doutorado em  Engenharia de Alim entos. Faculdade de Engenharia de Alim entos. Universidade 

Estadual de Cam pinas. Cam pinas, 2002. 

BERGMAI ER D, CHAMPAGNE CP, LACROI X C. Growth and exopolysaccharide product ion during free and 

im m obilized cell chem ostat  culture of Lactobacillus rham nosus RW-9595M. Journal Of Applied 

Microbiology. v. 98, p. 272 284, 2005. 
BRAGA, A. L. M. Form ação, est rutura e propriedades reológicas de sistem as biopolim éricos.  Tese  

de Doutorado em  Engenharia de Alim entos. Faculdade de Engenharia de Alim entos. Univesidade 

Estadual de Cam pinas. Cam pinas, 2006. 

CARDOSO, J. M. P., BATTOCHI O, J. R., BOLI NI -CARDELLO, H. M. A. B.  Equivalência de dulçor e poder 

edulcorante de edulcorantes em  função da tem peratura de consum o em  bebidas preparadas com  

chá-m ate em  pó solúvel. Ciênc. Tecnol. Alim ent . ,  24(3) :  448-452, jul.-set . 2004. 

CARVALHO, G. Nut r ição, probiót icos e disbiose. Nutrição, Saúde &  Perform ance ,  ano 3, n.14, p. 36-37, 

2001 

CERNI NG, J. Exocellular polysaccharides produced by lact ic acid bacteria. FEMS Microbiology ,  v. 87, p. 

113-130, 1990. 

CERNI NG J, MARSHALL V.M.E. Exopolysaccharides produced by the dairy lact ic acid bacteria. Recent  

Results and Developm ents in Microbiol. v.3, p. 195-209, 1999. 

CHANG, K.L.B.;  LI N, Y. S.;  CHEN, R.H. The effect  of chitosan on the gel propert ies of tofu (soybean curd) . 

Journal of Food Engineering ,  v.57, p.315-319, 2003. 

CHAMPAGNE, C.P.;  BARRETE, J.;  ROY, D.;  RODRI GUE, N. Fresh-cheesem ilk form ulat ion ferm ented by a 

com binat ion of freeze-dried cit rate-posit ive cultures and exopolysaccharide-producing lactobacilli 

whith liquid lactococcal starters. Food Research I nternat ional,  v. 39, p. 651-659, 2006. 

CHARTERI S, W.P., KELLY, P.M., MORELLI , L. AND COLLI NS, J.K. Developm ent  and applicat ion of an in 

vit ro m ethodology to determ ine the t ransit  tolerance of potent ially probiot ic Lactobacillus and 



Cap.1. Revisão Bibliográfica 

____________________________________________________________________________  

34

Bifidobacterium  species in the upper hum an gast rointest inal t ract . Journal of Applied 

Microbiology  84, 759-768, 1998. 

CHI ARELLO, M. D. Soja e os alim entos funcionais.  Encont ro francobrasileiro de biosciência e 

biotecnologia. Alim entos Funcionais e nut racêut icos (16 p.) . Em brapa Docum ento 85. Editores 

Jose Manuel de Sousa e Linda Reis. Brasília. 2002. 

CHOU, C., HOU, J. Growth of bifidobacteria in soym ilk and their  survival in the ferm ented soym ilk drink 

dur ing storage. I nternat ional Journal of Food Microbiology .  v. 56, p. 113-121. 2000. 

CHOU, L-S & WEI MER, B. I solat ion and charaterizat ion of acid-  and bile- tolerant  isolates from  st rains of 

Lactobacillus acidophilus.  Journal of Dairy Science .  v.82 No. 1, p. 23-31, 1999. 

CLARK, P.A., COTTON, L.N. AND MARTI N, J.H. Select ion of bifidobacteria for use as dietary adjuncts in 

cultured dairy foods:  I I  -  Tolerance to sim ulated pH of hum an stom achs. Cultured Dairy 

Products Journal, 28, 11-14, 1993. 

CLARK, P.A. AND MARTI N, J.H. Select ion of bifidobacter ia for use as dietary adjuncts in cultured dairy 

foods:  I I I  -  Tolerance to sim ulated bile concent rat ions of hum an sm all intest ines. Cultured Dairy 

Products Journal,  29, 18-21, 1994. 

CRI TTENDEN, R.G., PLAYNE M. J. Product ion, propert ies and applicat ions or food-grade oligosaccharides. 

Trends in Food Science &  Technology .  v. 7, p. 353-261, 1996. 

CRI TTENDEN R.G., MORRI S L.F., HARVEY M.L., TRAN L.T., MI TCHELL H.L., PLAYNE, M.J. Select ion of a 

Bifidobacterium  st rain to com plem ent  resistant  starch in a synbiot ic yoghurt . Journal of Applied 

Microbiology ,  v.90, p.268-278, 2001.  

CROW, L. Polysaccharide product ion by propionibacter ia dur ing lactose ferm entat ion. Applied 

Environm ental Microbiology, v. 54, n.7, p. 1892 1895, 1988. 

DANI SCO. Danisco Sw eeteners.  Disponível em  

ht tp: / / www.daniscosweeteners.com / web/ dsw/ publicsite/ presentat ion/ hom e/ hom e/ index.htm l. 

Acessado em  novem bro de 2004. 

DAVI ES GJ, GLOSTER TM, HENRI SSAT B. Recent  st ructural insights into the expanding world of 

carbohydrate-act ive enzym es. Curr Opin St ruct  Biol. v. 15, p. 637 645, 2005. 

DE VUYST, L.;  DEGEEST, B. Heteropolysaccharides from  lact ic acid bacteria. FEMS Microbiology 

Review s,  v. 23, p. 153 177, 1999. 

DOCO, T., CARCANO, D., RAMOS, P., LOONES, A., & FOURNET, B. Rapid isolat ion and est im at ion of 

polysaccharide from  ferm ented skim  m ilk with Streptococcus salivarius subsp. therm ophilus by 

coupled anion exchange and gel-permeat ion high-perform ance liquid chrom atography. Journal of 

Dairy Research, v. 58,  n.1, p. 147 150, 1991. 

DOLEYRES, Yann I . Product ion en cont inuo de ferm ents lact iques probiot iques par la  technologie 

des cellules im m obilisées.  Thèse (  Ph. Doctor en sciences et  technologie des alim ents) . Faculte 

dês sciences de l´ agriculture et  de l´ alim entat ion. Université Laval, Laval:  2003. 

DONKOR, O.N. & SHAH, N.P. Product ion of -Glucosidase and hydrolysis of isoflavone phytoest rogens by 

Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium  lact is,  and Lactobacillus casei in Soym ilk. Journal of 

Food Science M:Food Microbiology and Safety ,  73 (1) , M15-M20., 2008. 



Cap.1. Revisão Bibliográfica 

____________________________________________________________________________  

35

DUBOI S, M. A., GI LLES, K. A., HAMI LTON, J. K., REBERS, P. A., & SMI TH, F. Colorimet r ic m ethod for 

determ inat ion of sugars and related substances. Analyt ical Chem ist ry, v. 28, p. 350 356, 1956. 

DUPONT, I .;  ROY, D.;  LAPOI NTE, G. Com parison of exopolysaccharide product ion by st rains of 

Lactobacillus rham nosus and Lactobacillus paracasei grown in chem ically defined m edium  and 

m ilk. Journal of I ndust r ia l Microbiology and Biotechnology ,  v. 24, p. 251 255, 2000. 

EKHART PF e TI MMERMANS E. Tecnhiques for the product ion of t ransgalactosylated oligosaccharides 

(TOS) . Bullet in of the I DF. v. 313, p. 59-64, 1996. 

FERREI RA, C.L.L., TESHI MA, Elisa. Prebiót icos, est ratégia dietét ica para a m anutenção da m icrobiota 

colônica desejável. Revista Biotecnologia Ciência &  Desenvolvim ento. ano I I I  n. 16  

set ./ out . p. 22-25, 2000. 

FOOKS, L. J.;  FULLER, R.;  GI BSON, G. R. Prebiot ics, probiot ics and hum an gut  m icrobiology. 

I nternat ional Dairy journal.  v.9, p.53-61, 1999. 

FULLER, R. Probiot ics in m an and anim als. Journal of Applied Bacteriology .  v. 66, p. 365-378,1989.  

GI BSON, G R, ROBERFROI D M.B. Dietary and m odulat ion of hum an colonic m icrobiota:  I nt roducing the 

concept  of Prebiot ics. J. Nut r .  v. 125, p.1401-1412, 1995. 

GI BSON, G. R.  Non digest ible oligosaccharides and bifidobacter ia- im plicat ions for healt . I nternat ional 

Sugar Journal. v. 96, n.1150, p.381-387, 1994. 

GI BSON, GR, PROBERT, HM, VAN LOO, J, RASTALL, RA, ROBERFROI D, M. Dietarymodulat ion of 
the human colonic m icrobiota:  updat ing the concept  of prebiot ics. Nutr .Res. Rev .  2004;  
17: 259-275. 

GOH K.T., HAI SMAN D. R., ARCHER R. H., SI NGH H. Evaluat ion and modificat ion of exist ing m ethods for 

the quant ificat ion of exopolysaccharides in m ilk-based m edia. Food Research I nternacional. 

v.38, p. 605 613, 2005. 

GORRET, N.;  RENARD, C.M.G.C.;  FAMELAN, M.H.;  MAUBOI S, J.L.;  DOUBLI ER, J.L. Rheological 

characterizat ion of de EPS produced by P. acidici-propionici on m ilk m icrofilt rate. Carbohydrate 

polym ers,  v. 51, p. 149-158, 2003. 

GRATTEPANCHE F., AUDET P., LACROI X C. Milk ferm entat ion by funct ional m ixed culture producing nisin Z 

and exopolysaccharides in a fresh cheese m odel. I nternat ional Dairy Journal,  v 17, n. 2, p. 

123-132, 2007 

GUARNER F., SCHAAFSMA G. J. Probiot ics. I nternat ional Journal Of Food Microbiology . v.39, p. 

237-238, 1998. 

HASLER. Funt ional foods:  Their role in disease prevent ion and health promot ion.  Food Technology .  v. 52, 

n.11, p. 1998. 

HESS, S. J., ROBERTS, R. F., & ZI EGLER, G. R. Rheological propert ies of nonfat  yogurt  stabilized using 

Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus producing exopolysaccharide or using com m ercial stabilizer 

system s. Journal of Dairy Science, v. 80, p. 252 26, 1997. 

HERNALSTEENS, S. I solam ento e ident ificação de leveduras produtoras de oligossacarídeos 

coletadas em  diferentes regiões brasileiras..  Tese de Doutorado -  Faculdade de Engenharia de 

Alim entos, Universidade Estadual de Cam pinas. Cam pinas, 2006 



Cap.1. Revisão Bibliográfica 

____________________________________________________________________________  

36

HERNALSTEENS S.  Obtenção de dext rana clínica, oligossacarídeos e frutose por via  enzim át ica. 

Dissertación de m est rado. Faculdade de Engenharia de Alim entos Unicam p, Cam pinas, SP, 2002. 

HI DAKA H, HI RAYAMA M, SUMI  N. A fructoligosaccharides producing enzym e from  Aspergillus niger  ATCC 

20611. Agricultural Biological Chem ical.  V. 52 n. 5, p. 1181-1187, 1989. 

HOU, J-W., YU,R-C.,CHOU,C-C. Changes in som e componentes of soym ilk during ferm entat ion with 

bifidobacteria. Food Research I nternacional.  v.33. p. 393-397. 2000. 

JAN, G., LEVERRI ER, P., ROLAND, N. Survival and beneficial effects of propionibacteria in the hum an gut :  

I n vivo and in vit ro invest igat ions. Lait . v.82, p. 31 144, 2002. 

JI E Z, BANG-YAO L, MI NG-JI E X, HAI -WEI  L, ZU-KANG Z, TI NG-SONG W, CRAI G SA.  Estudo sobre os 

efeitos da ingestão de polidext rose sobre as funções fisiológicas em  chineses. Am erican Journal 

Of Clinical Nut rit ion. v. 72, p. 1503-1509, 2000. 
KODAMA, G. M.;  AUGUSTO, R. S. Uso de probiót icos no t ratamento da doença de Crohn. 

Revista Nutrição Profissional,  v. 2, n. 10, p. 38-43, 2006. 

KORAKLI  M, GÄNZLE MG, VOGEL RF. Metabolism  by bifidobacteria and lact ic acid bacteria of 

polysaccharides from  wheat  and rye and exopolysaccharides produced by Lactobacillus 

sanfranciscensis.  Journal Of Applied Microbiology. v. 92, p.958 965, 2002 

KORAKLI  M, PAVLOVI C M, GÄNZLE MG, VOGEL RF. Exopolysaccharide and kestose product ion by 

Lactobacillus sanfranciscensis LTH2590. Applied and Environm ental Microbiology  v. 69, p. 

2073 2079, 2003. 

KORAKLI , M., VOGEL, R. F. St ructure/ funct ion relat ionship of hom opolysaccharide producing 

glycansucrases and therapeut ic potent ial of their  synthesised glycans. Applied Microbiology And 

Biotechnology , v. 71, p.790 803, 2006. 
KURMAN J.A. The product ion of ferm ented m ilk in the world:  aspects of the product ion of ferm ented m ilks. 

I nternat ional Dairy Federat ion Bullet in . v.179, p. 16-26, 1994. 

LANKAPUTHRA, W.E.V. AND SHAH, N.P. Survival of Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium  spp. in 

the presence of acid and bile salts. Cultured Dairy Products Journal 30, 2-7, 1995. 

LEBLANC, J.G., SI LVESTRONI , A. CONNES C., JUI LLARD V. SAVOY DE GI ORI , G., PI ARD, J-CH., SESMA, F. 

Reduct ion of non-digest ible oligosaccharides in soym ilk:  applicat ion of engineered lact ic acid 

bacteria that  produce -galactosidase. Genet ics and Molecular  Research ,  v. 3, n. 3, p. 432-

440, 2004. 

LEE, KI -YONG AND HEO, TAE-RYEON.  Survival of Bifidobacterium  longum  Im m obilized in calcium  alginate 

beads in sim ulated gast r ic juices and bílis Salt  Solut ion. Applied and Environm ental 

Microbiology .  v. 66, No. 2, p. 869-873, 2000. 

LEVERRI ER P., FREMONT Y., ROUAULT A., BOYAVAL P., JAN G. I n vit ro tolerance to digest ive st resses of  

propionibacter ia:  influence of food m at r ices. Food Microbiology .  v. 22, p. 11 18, 2005. 

LOURENS-HATTI NGH, A.; VI LJOEN,B.C. Yogurt  as probiot ic carr ier food. I nternat ional Dairy Journal.  v. 

11, p. 1-17, 2001. 

LUCEY, J. A. Acid and acid/ heat  coagulated cheese .  I n H. Roginski, J. W. Fuquay, & P. F. Fox (Eds.) , 

Encyclopedia of Dairy Sciences.  London, UK:  Academ ic Press, pp. 350 356, 2003. 



Cap.1. Revisão Bibliográfica 

____________________________________________________________________________  

37

MACEDO, M.G.;  LACROI X, C.;  GARDNER,N.J.;  CHAMPAGNE, C.P. Effect  of m edium  supplem entat ion on 

exopolysaccharide product ion by Lactobacillus rham nosus RW-9595M in whey perm eate.  

I nternat ional Dairy Journal,  v. 12, p. 419 426, 2002. 

MAC FI E HJH, THOMSOM DMH. Preference m apping and m ult idim ensional scaling .  I n:  PI GGOT J. R, 

Ed. Sensory Analysis of foods, 2nd ed.Elsevier, London, 1988, 389 p. 

MACKELLAR RC, MODLER HW. Metabolism  of frutooligosaccharides by Bifidobacter ium  sp.  Applied 

Microbiology Biotechnology. v. 31, p. 537-541, 1989. 

MARSHALL, V. M., & RAWSON, H. L. Effects of exopolysaccharideproducing st rains of therm ophilic lact ic 

acid bacteria on the texture of st irred yoghurt . I nternat ional Journal of Food Science and 

Technology, v. 34, p. 137 143, 1999. 

MARTEAU, P., MI NEKUS, M., HAVENAAR, R. AND HUI S I N'T VELD, J.H.J. Survival of lact ic acid bacteria in a 

dynam ic m odel of the stom ach and sm all intest ine:  validat ion and the effects of bile. Journal of 

Dairy Science .  80, 1031-1037, 1997. 

MATTI LA-SANDHOLM T., MYLLÄRI NEN P., CRI TTENDEN R., MOGENSEN G., FONDÉN R., SAARELA M. 

Technological challenges for future probiot ic foods. I nternat ional Dairy Journal 12 173 182, 

2002. 

MAUGERI  F, MONDRAGON O, MUKUNO, J. Alim ento funcional, com posição probiót ica, com posição 

a lim ent ícia  e processo de produção de alim ento funcional ferm entado à base de ext rato 

de soja, contendo agentes probiót icos e prebiót icos. UNI VERSI DADE ESTADUAL DE 

CAMPI NAS. BR. Pedido de patente PI 0404152-6, 28 Agosto 2004. 

MODLER HW. Bifidogenic factors-sources, m etabolism  and applicat ions. I nternat ional Dairy Journal.  v. 

4. p. 383-407, 1994. 

MONDRAGÓN B, O L. Desenvolvim ento de um a bebida ferm entada de soja contendo agentes 

probiót icos e probiót icos.  Orientador:  Francisco Maugeri. (Dissertação de mest rado) . Faculdade 

de Engenharia de Alim entos. Unicam p. Cam pinas, 2004. 

MONDRAGÓN-BERNAL O., HORI TA J., COSTA, F., MAUGERI , F. Lactobacillus rham nosus 

exopolysaccharides (EPS)  product ion and growth in soybeans water ext ract  synbiot ic beverage. 

Journal of Biotechnology .   v.131S, p. S133 S187, 2007. 

MONSAN P, BOZONNET S, ALBENNE C, JOUCLA G, WI LLEMOT RM, REMAUD-SI MÉON M. 

Homopolysaccharides from  lact ic acid bacter ia. I nternat ional  Dairy Journal.  v. 11, p.675 685, 

2001. 

MORAES, M. A. C. Métodos para avaliação sensoria l dos a lim entos.  Cam pinas:  Ed. Campinas, 

Unicam p, 1993, 93p. 

MORELLI , L. I n vit ro assessm ent  of probiot ic bacteria:  From  survival to funct ionalit y. I nternat ional Dairy 

Journal. v.17, p. 1278 1283, 2007. 

MOURA, S. C. S. R., GERMER, S. P. M. Reações de Transform ação e Vida- de- Prateleira de Alim entos 

processados -  Manual Técnico No. 6. Terceira edição. Cam pinas:  I TAL, 2004, 92 p. 

MURTI  MJ, LANDON M..  Croissance dês Lactobacilles dans l ext rait  de soja. Science dês Alim ents v.13, 

p. 491-500, 1993. 



Cap.1. Revisão Bibliográfica 

____________________________________________________________________________  

38

NÚCLEO DE ESTUDOS E PESQUI SAS EM ALI MENTAÇÃO  NEPA. Tabela Brasile ira  de Com posição de 

Alim entos  TACO Versão 2  Segunda Edição. Universidade Estadual de Cam pinas  UNI CAMP, 

Cam pinas, 2006, 114 p. 

ORGANI ZAÇÃO MUNDI AL DE GASTROENTEROLOGI A -OMGE. Probiót icos e Prebiót icos. Guias Prát icas da 

OMGE. Disponível em  ht tp: / / www.worldgast roenterology.org/ assets/ downloads/ pt / pdf/ guideli 

nes/ 19_probiot ics_prebiot ics_pt .pdf. Acessado em  Outubro de 2009. 

PELTO, L.;  TANTAKOKKO, H.;  LI LI US, E;  NUUTI LA, J;  SALMI NEN, S. No difference in sym ptom s and 

receptor expression in lactose- intolerant  and in m ilk-hypersensit ive subjects following intake of 

homogenized and unhom ogenized m ilk. I nternat ional Dairy Journal. v.10, p. 799-803, 2000. 

PI NEI RO M, ASP NG, REID G, MACFARLANE S, MORELLI  L, BRUNSER O, TUOHY K. FAO 

Technical meet ing on prebiot ics. Journal of Clinical Gastroenterology. Sep; 42 Suppl 

3 Pt  2: S156-9, 2008 

PI NHEI RO, Andrelina S. Síntese de oligossacarídeos por inulinase de Kluyverom yces m arxianus 

var . bulgaricus.  Tese de doutorado em  Engenharia de Alim entos. Faculdade de Engenharia de 

Alim entos. Universidade Estadual de Cam pinas. Cam pinas, 2002. 

PRODI ET. Prodiet  Nut rição Clínica. Disponível em  

ht tp: / / www.prodietnut ricao.com .br/ arquivos/ fdfe2651b68615b056f7db5776bba064.pps

# 465,5,Diaposit iva 5 .  Acessado em  janeiro de 2009. 

ROBERFROI D M.B., VAN LOO J.A.E., GI BSON G.R. The bifidogenic nature of chicory inulin and it s 

hydrolysis products. Journal of Nut rit ion ,  v. 128, p. 11-19, 1998. 

RODRI GUES, M.I .;  I EMMA, A.F. Planejam ento de experim entos e ot im ização de processos. Ed. Casa do 

Pão. 326 p., 2005. 

RUAS-MADI EDO, P.;  HUGENHOLTZ, J.;  ZOON, P. An overview of the funct ionality of exopolysaccharides 

produced by lact ic acid bacteria. I nternat ional Dairy Journal,  v. 12, p. 163 171, 2002. 

RUAS-MADI EDO P., GUEI MONDE M., REYES-GAVI LA´ N C. G., SALMI NEN S. Short  Comm unicat ion:  effect  

of exopolysaccharide isolated from  Viili on the adhesion of probiot ics and pathogens to intest inal 

m ucus. Journal of Dairy Science ,  v. 89, p. 2355 2358, 2006. 

RYBKA, S. & KAI LASAPATHY, K. The suvirval of culture bacteria in fresh and freeze-dryed AB yoghurts. 

The Austra lian Journal of Dairy Technology .  v. 50(2) , p. 51-57, 1995. 

SAARELA, M;  MOGENSEN, G.;  FONDÉN, R.;  MÄTTÖ, J.;  MATTI LA-SANDHOLM, T. Probiot ic bacteria:  safety, 

funct ional and technological propert ies. Journal of Biotechnology .  v. 84, p. 197-215, 2000. 

SANTOS M., TEI XEI RA J., RODRI GUES A. Product ion of dext ransucrase, dext ran and fructose from  sucrose 

using Leuconostoc m esenteroides NRRL B512( f) . Biochem ical Engineering Journal. v.4, p. 

177 188, 2000. 

SALMI NEN S, OUWEHAND A, BENNO Y, LEE Y K. Probiot ics:  how shold they be define?. Trend in  Food 

Science &  Technology. v.10 (3) , p. 107-110, 1999. 

SAVADOGO, A., OUATTARA, C. A. T., SAVADOGO, P. W., BARRO, N., OUATTARA, A. S., TRAERÉ, A. S. 

I dent ificat ion of exopolysaccharides-producing lact ic acid bacteria from  Burkina Faso ferm ented 

m ilk sim ples. African Journal of Biotechnology .  v. 3, n.3, p. 189-194, 2004 



Cap.1. Revisão Bibliográfica 

____________________________________________________________________________  

39

SCALABRI NI , P, ROSSI , M., SPETTOLI , P., MATTEUZZI , D. Characterizat ion of Bifidobacterium  stains for 

use in soym ilk ferm entat ion. I nternat ional Journal of Food Microbiology. v. 39. p. 213-219, 

1998. 

SMI TI NONT, T.;  TANSAKUL, C.;  TANASUPAWAT, S.;  KEERATI PI BUL, S.;  NAVARI NI , L., BOSCO, M., 

CESCUTTI , P.  Exopolysaccharide-producing lact ic acid bacteria st rains from  t radit ional thai 

ferm ented foods:  isolat ion, ident ificat ion and exopolysaccharide characterizat ion. I nternat ional 

Journal of Food Microbiology ,  v. 51, p. 105-111, 1999. 

STEFFE, J F. Rheological Methods in Food Process Engineering .  Freem an Press, East  Lansing, 1996,  

p. 1-93. 

STONE, H. S. e SI DEL, J.L.. Descript ive analysis. I n:  Stone, H.S;  Sidel, J.L. Sensory Evaluat ion Pract ices. 

Academ ic Press. London:  2004, 377 p. 

SUTHERLAND I W. Novel and established applicat ions of m icrobial polysaccharides. Trends Biotechnol. v. 

16, p.41 46, 1998. 

TAMI ME, A., MARSHALL, V. ROBI NSON, R.. Microbiological and technological aspects of m ilks ferm ented 

by bifidobacteria. Journal of Dairy Research. v. 62 p. 151-187, 1995. 

TAMI ME Y. & ROBI NSON,R. Yogurt  Science and Technology .  Cam bridge:  Woodhead Publishing Lim ited. 

Second edit ion. 2001. 368 p. 

TANNOCK GW, MUNRO K, HARMSEN HJ, WELLI NG GW, SMART J, GOPAL PK. Analysis of the fecal 

m icrobiota of hum an subjects consum ing a probiot ic product  containing Lactobacillus rham nosus 

DR20. Applied and Environm ental Microbiology . v.  66, p. 2578-88, 2000 

THARMARAJ N., SHAH N. P. Survival of Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, 

Lactobacillus rham nosus, Bifidobacterium  anim alis and Propionibacterium  in cheese-based dips and 

the suitabilit y of dips as effect ive carr iers of probiot ic bacter ia. I nternat ional Dairy Journal. 

v.14, p. 1055 1066, 2004. 

TI EKI NG M, KORAKLI  M, EHRMANN MA, GÄNZLE MG, VOGEL RF. I n situ product ion of exopolysaccharides 

dur ing sourdough ferm entat ion by cereal and intest inal isolates of lact ic acid bacteria. Applied 

and Environm ental Microbiology. v. 69, p. 945 952, 2003. 

TI EKI NG M, GÄNZLE M. Exopolysaccharides from  cereal associated lactobacilli.  Trends Food Sci Technol. 

v. 16, p. 79 84, 2005. 

TI EKI NG M, KADI TZKY S, VALCHEVA R, KORAKLI  M, VOGEL RF, GÄNZLE MG. Ext racellular 

homopolysaccharides and oligosaccharides from  intest inal lactobacilli.  Journal Of Applied 

Microbiology. v. 99, p. 692 702, 2005b. 

TUI NI ER, R., OOMEN, C. J., ZOON, P., COHEN, M. A. S., KRUI F, C. G. Viscoelast ic propert ies of an 

exocellular polysaccharide produced by a Lactococcus lact is.  Biom acrom olecules,  v. 1, p. 219-

223, 2000. 

UTSUMI , S.;  KI NSELLA, J. E. Forces involved in soy protein gelat ion:  effects of various reagents on the 

form at ion, hardness and solubility of heat - induced gels m ade from  7S, 11S and soy isolate. 

Journal of Food Science ,  v.50, p. 1278-1282, 1985. 



Cap.1. Revisão Bibliográfica 

____________________________________________________________________________  

40

WANG, S. H., MARI NHO, C. S. e CARVALHO, E.P. Produção de iogurte de soja com  diferentes associações 

de bactérias láct icas. Pesquisa Agropecuária  Brasileira ,  v.29, n.10, p. 1593-1601, 1994. 

YUN, J. W. Fructooligosaccharides-Occurrence, preparat ions, and applicat ion. Enzym e and Microbial 

Technology .  v. 19, p. 107-117, 1996. 

ZI EMER, C.J. e GI BSON, G.R. An overview of probiot ics, prebiot ics, and synbiot ics, in the funct ional food 

concept  -  Perspect ives and future st rategies. I nternat ional Dairy Journal, v.8, p.473-479,1998.  



Cap.2. 1ª . parte 

____________________________________________________________________________  

41

         

CAPÍ TULO 2 .  

1 ª . Parte  

2 .1 . OPTI MI ZATI ON OF SYNBI OTI C FERMENTED FOOD FROM 

HYDROSOLUBLE SOY EXTRACT APPLYI NG EXPERI MENTAL DESI GN AND 

SENSORY ANALYSI S TECHNI QUES  
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Ot im ização de alim ento sim biót ico ferm entado a base de ext rato hidrossolúvel 

de soja aplicando técnicas de planejam ento experim ental e análise sensorial.   

Este art igo foi aceito para publicação pelo Journal of Sensory Studies - I SSN: 0887-8250-  

editado por Wiley Blackwell em  3 de Agosto de 2009.       

Que saberá a mata? Que pedirá a mata? Pedirá água? (Manoel Bandeira) 

A água deve permanecer fonte abundante de vida para todos ( Karol Wojtyla -João Paulo II) 



Cap.2. 1ª . parte 

____________________________________________________________________________  

42



Cap.2. 1ª . parte 

____________________________________________________________________________  

43

2 .1 . OPTI MI ZATI ON OF SYNBI OTI C FERMENTED FOOD FROM HYDROSOLUBLE 

SOY EXTRACT APPLYI NG EXPERI MENTAL DESI GN AND SENSORY ANALYSI S 

TECHNI QUES  

ABSTRACT  

I n this work, a synbiot ic food from  hydrosoluble soy ext ract  was developed and tested. 

Food products made from  soymilk have frequent ly been rejected due to their  peculiar 

legum inous flavor. Although lact ic fermentat ion promotes an improvem ent  in final flavor, 

Bifidobacterium  produces acet ic acid, which renders off f lavor in the product . To im prove 

sensory features of soym ilk s synbiot ic beverage, sixteen flavors compounds were evaluated by 

prelim inary affect ive tests using hedonic scale. The ideal sweetness and flavor were opt im ized 

using experim ental design and just -about - right  scale. Sucrose concent rat ion presented the 

highest  significant  effect  (p< 0.05) . Products with higher sucrose contents (9.0-11.2g/ 100mL)  

and 0.08-0.16g/ 100mL of flavoring presented ideal sweetness. For ideal flavor, 11g/ 100mL 

sucrose content  or higher with any amount  of flavoring was considered ideal. I n conclusion, 

predict ive models for responses with respect  to the ideal flavor and sweetness, overall 

acceptance and purchasing at t itude of a soym ilk sym biot ic food were obtained and validated, 

with highly accepted and posit ive purchase intent  (70% )  by target  public.  

PRACTI CAL APPLI CATI ONS  

The use of the just -about - r ight  scale in sensory test  is em ployed to measure the ideal 

amount  of a determ ined compound that  should be added to promote greater acceptance and 

preference according to the taste panel. Given that  the sensory tests for the choice of the ideal 

formulat ions are carr ied out  in a linear manner and with one variable at  a t ime, the present  

study has innovated in the applicat ion of the just -about - right  scale, simultaneously evaluat ing 

two aspects of the ideal (sweetness and flavor)  with a CCRD experim ental design (Central 

Com posite Rotatable Design)  and using the response surface methodology applied in the 

opt im izat ion of soym ilk s symbiot ic food. Predict ive models for responses could be obtained to 

different  sensorial opt im izat ions in food researches.   

Keyw ords: soym ilk;  synbiot ic food;  acceptance test ;  j ust -about- r ight  scale;  experim ental 

design.   
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2 .1 .1 . I NTRODUCTI ON  

The hydrosoluble soy ext ract  shows good potent ial for the development  of new products 

with health appeal, as well as being an alternat ive for people with allergies/ eat ing disorders 

from  the ingest ion of human or cow s m ilk besides naturally containing oligosaccharides 

regarded as prebiot ics to st im ulate the growth of probiot ics (Hou et  al.  2000) . Recent  studies 

have indicated the beneficial health effects of consum ing soy compounds. I t  is ranked as a 

funct ional food, since it  includes substances that  reduce the chances of certain diseases 

occurr ing.  Soy may be em ployed in both prevent ive and therapeut ically manners in the 

t reatment  of cardio-vascular diseases, cancer, osteoporosis and menopause sym ptom s (Donkor 

and Shah, 2008, Chiarello, 2002;  Hasler, 1998) .  However, it  is frequent ly rejected due to its 

unfavorable leguminous flavor, mainly caused by the presence of n-hexanal (Hou et  al.2000, 

Tam ime and Robinson, 2001)  a compound derived from  the act ion of lipoxigenases  (Ciabot t i et  

al.  2007;  Evangelista and Regitano-D arce 1997;  Murt i et  al.   1993;  Okubo et  al.  1992) .  

Start ing from  the fermentat ion of the soy ext ract  by probiot ic lact ic bacter ia such as 

Lactobacilli and bifid bacteria, and the presence of selected prebiot ic agents, a synbiot ic 

product  is obtained as a funct ional food alternat ive. From  the sensory point  of view, the lact ic 

fermentat ion of the soy ext ract  by L. acidophilus and L. casei cont ributes to the im provement  

not  only of the product  flavor, but  also of the aroma. The product ion of lact ic acid and the 

proteolyt ic act ivity of these m icroorganisms, mainly of L. casei,  account  for the format ion of 

arom a and flavor precursors, cont ribut ing to the elim inat ion of undesirable aromas and flavors 

(Murt i et  al,  1993;  Evangelista and Regitano-D arce, 1997) . However, the Bifidobacter ium  also 

produce acet ic acid, which is unfavorable to final product  flavor, represent ing an off flavor 

(Mondragon 2004;  Laurens-Haut t ingh and Viljoen, 2001;  Cravero, 2000;  Chou and Hou, 2000, 

Wang et  al.  1994) .  A variety of technologies have been developed aimed at  producing soy 

ext racts and derivat ives with a lower intensity of this flavor (Wang et  al.  1994) . I t  is possible to 

improve a product  in order to meet  consumer expectat ion by employing sensory techniques 

that  adjust  to the fundamental characterist ics of each type of food (Behrens et  al.  2004) .   

The sensory evaluat ion delivers com plete and prom pt  informat ion about  product  quality, 

determ ines acceptance on behalf of the consum er and consequent ly, the purchasing intent  for 

that  product  (Moraes, 1993) . Schutz and Cardello (2001)  based in early studies of Green et  al.   

(1993) , developed a labeled affect ive magnitude scale (LAM)  for assessing food lik ing/ disliking, 

in an at tempt  to develop a scale showing the advantages provided by the magnitude 

est imat ion, but  easy- to-use. The hedonic unst ructured scale or self-adjust ing scale (Villanueva 

and Da Silva, 2009)  is one of the sensory methods available, most ly em ployed to measure 

consumer acceptance of a product  due to the reliability and validity of its results, as well as its 



Cap.2. 1ª . parte 

____________________________________________________________________________  

45

sim plicity for use by the tasters (Schutz and Cardello, 2001;  Stone and Sidel 2004) .  The 

unst ructured scale it  is anchored with verbal affect ive labels in the ext reme regions of the scale 

to offer more consumer- fr iendly. The capability of the LAM scale to m inim ize heteroscedast icity 

problems associated to ANOVA m odels is not  rest r icted to a lim ited number of categories, 

allowing the panelist  to use any part  of the scale to at t r ibute his/  her hedonic values, it  reduces 

the psychological error of habituat ion, encouraging the panelist  to m ake his evaluat ion in the 

m ost  conscious and discerning way, it  reduces or elim inates the numerical and contextual 

effects (Villanueva and Da Silva, 2009) . The use of the just -about - r ight  scale in affect ive 

analyses is one of the most  applied methods, due to the reliability of it s results, and is 

em ployed to measure the ideal amount  of a determ ined com pound that  should be added to 

promote greater acceptance and preference according to the taste panel. Just -about - r ight  

scales measure the appropriateness of the level of a specific at t r ibute, and are used to 

determ ine the opt imum  levels of at t r ibutes in a product :  is too high, too low, or just -about -

r ight . I n this analysis, the tasters evaluate the sam ples and register their  answers on a specific 

scale, according to how close the samples are to the ideal for the part icular at t r ibute under 

evaluat ion (sweetness, flavor or others) , according to the Vicker s method (1998)  (Cardoso et  

al.   2004) .   

A precise and reliable inference can be reached only through the use of an experimental 

design for random  sam pling and data collect ion (Gacula et  al.  2009) . The factorial design 

m ethodology, associated with the analysis of response surfaces, is a tool based on a stat ist ical 

theory, which conveys safe inform at ion about  the process, m inim izing the em pir icism  involved 

in the t r ial and error techniques (Rodrigues and I em ma 2005;  Box  et  al.  1978) .  More than one 

response may be opt im ized at  the same t ime and it  is able to maxim ize or m inim ize responses 

such as yield, acceptance or cost , individually or simultaneously. I t  allows for the evaluat ion of 

the experim ental error in order to specify the stat ist ical reliability level, which is useful to 

est imate reproducibility of the desired result  (Rodrigues and I emma 2005;  Gacula, 1993) .   

While there are many variat ions of just -about- r ight  scales, such scales typically consist  

of five or seven points, ranging from  too lit t le to too m uch for a given characterist ic (Gacula et  

al.  2009;  Meullenet  et  al,  2007;  Gacula, 1993) . One end point  is labeled as much too lit t le , 

the other end point  as much too m uch and the m iddle point  as just  r ight  or just  about  

r ight . However, an unst ructured line scale anchored with the at t r ibutes was used to opt im ize to 

opt im ize sweetness in fruit  j uice (Vickers, 1988) . Given that  the sensory tests for the choice of 

the just -about - r ight  scale are carr ied out  in a linear manner and with one variable at  a t ime, the 

present  study has innovated in the applicat ion of the just -about - right  scale, simultaneously 

evaluat ing two aspects of the ideal (sweetness and flavor)  from  the analysis of the response 



Cap.2. 1ª . parte 

____________________________________________________________________________  

46

surface employing quadrat ic term s from  a CCRD experim ental design (Cent ral Com posite 

Rotatable Design) .   

Different  researchers have reported studies concerning the sensory features of 

t radit ional cow s m ilk yoghurts (Santana et  al.  2006;  Fox  et  al.  2004;  Saint -Eve et  al.   2004;  

Sigman-Grant  et  al.  2003;  Ward et  al.  1999;  Penna et  al.  1997) . Shelef et  al.   (1998)  stated 

that  the soym ilk yoghurt  obtained using t radit ional starter cultures plus 4%  sucrose had an 

improved aroma and flavor, and that  the addit ion of 10%  sucrose plus a flavoring agent  

enhanced preference by the tasters. Wang et  al.  (1994)  studied soy yoghurts supplem ented 

with 2%  sucrose, 2%  lactose or 2%  sucrose+ lactose (1: 1)  and fermented by L. acidophilus+ S. 

thermophilus.  They showed that  the yoghurt  supplemented with 2%  sucrose was the one 

preferred in the pilot  test . Behrens et  al.  (2004)  studied the acceptance of different  flavored soy 

beverages, fermented by L. casei,  L. acidophilus or a comm ercial m ixture of S. thermophilus+ L. 

acidophilus+ B. lact is and supplemented with sucrose and lactose. Their study showed that  the 

nut rit ional and health features m ight  well be employed in prom ot ing a new product , enhancing 

its potent ial success on the consumer m arket . Behrens (2002)  evaluated consum er beliefs and 

at t itudes with respect  to soy-derived products, showing that  the consum pt ion of soy and soy 

derived products was st ill low, and that  soy yoghurt  was pract ically unknown. A certain 

proport ion of the interviewees assum ed that  soy yoghurt  would have a bad flavor, but  the 

m ajority showed a neut ral at t itude concerning this quest ion, thus indicat ing a market  

opportunity. Previous studies have reported on sensory evaluat ions carr ied out  with samples of 

m ilk yoghurt  and soy yoghurt  prepared using t radit ional lact ic cultures, but  nothing has been 

reported about  synbiot ic ferm ented soy beverages, containing a m ixture of L. acidophilus+ L. 

paracasei sp paracasei+ B.longum  and supplem ented with prebiot ic agents.   

Thus, the present  study aimed to opt im ize the ideal sweetness and flavor of a synbiot ic 

fermented soy beverage, using the combinat ion of an experimental design and sensory 

analysis, for a product  sweetened with sucrose, applying the ideal scale and determ ining the 

m odels to predict  the acceptance and purchasing intent ion on behalf of potent ial consumers.  

2 .1 .2 . MATERI ALS AND METHODS 

2 .1 .2 .1  Raw  m aterial   

Different  samples of ferm ented hydrosoluble soy ext ract  (10g/ 100m L)  beverages (FB 

Olvebra-Brazil)  were evaluated, form ulated with standard inoculum  of probiot ics 5x105-5x107 

CFU/ mL (Lactobacillus acidophilus LAC4, L. casei subsp paracasei LBC81 and Bifidobacterium  

longum  BL04)  and 4g/ 100mL prebiot ics ( fructooligosaccharides -Raft ilose® -Oraft i-Brazil-  and 

polydext rose -Litesse® -Danisco-Brazil) ;  soy m asking agent  (quant ity suggested by the 



Cap.2. 1ª . parte 

____________________________________________________________________________  

47

m anufacturer Duas Rodas-Brazil) ;  ant i- foam ing agent  (silica 0.005g/ 100mL  Proceedings-

Brazil) ;  colourings (am ounts suggested by the m anufacturer Chr. Hansen-Brazil)  and the 

following solid flavorings, ident ical to natural f lavors:  st rawberry, peach, vanilla, cream , 

condensed m ilk, yoghurt  and cinnamon from  the Brazilian brands:  Duas Rodas, Firm enish, 

Giuvaudan, Cit romax, Chr. Hansen (amounts suggested by the manufacturer) ;  plus sucrose as 

the t radit ional sweetener. 

2 .1 .2 .2 . Sam ple preparat ion for  sensory tests  

The samples were elaborated from  m ixtures of powdered solid ingredients according to 

the tests to be carr ied out , and reconst ituted in water. The bot t les containing the liquid m edia 

were sterilized in an autoclave at  116 °C for 4 m inutes and cooled rapidly. The m edia were then 

asept ically inoculated with 5x105-5x107 CFU/ mL of a standard lact ic probiot ic culture m ixture (L. 

acidophilus sp:  L. paracasei subsp:  B. longum  sp)  and incubated in an incubator at  37 ° C, 

without  agitat ion, unt il the pH reached 4.5-5.0 with a firm  consistency. The fermented products 

were stored under refr igerat ion for a maximum  of 12 hour before carrying out  the sensory 

tests. The sam ples were served to the tasters in individual cabins, using white plast ic 

disposable 15 mL recipients coded with three digit  numbers. The sam ples were elaborated in 

the Bioengineering Laboratory, Sensory laboratory, of the Food Engineering Faculty/ UNI CAMP. 

2 .1 .2 .3 . Prelim inary affect ive sensory test  for  prototypes of flavored ferm ented soy 

beverages  

Prelim inary studies were carr ied out  with 16 flavorings, including 6 commercial 

flavorings to mask the natural soy flavor (without  flavoring, yoghurt , vanilla, cream, condensed 

m ilk, cinnamon) , 5 brands of peach and 5 of st rawberry (A-Givaudan, B-Cit romax, C-Firmenish, 

D-Chr.Hansen, E-Duas Rodas) , formulated with ferm ented soy beverages containing 3g/ 100m L 

sucrose and 0.19g/ 100m L soy masking agent  (Duas Rodas) . The samples were evaluated for 

flavor by 25 tasters using an unst ructured hedonic scale for acceptance. The results were 

analyzed by the variance analysis and by the HSD type Tukey s means test .  

2 .1 .2 .4 . CCRD and affect ive sensory tests for  ideal sw eetness and flavor, overall 

acceptance and purchasing intent .  

A 2
2 

CCRD was carr ied out  with 4 cent ral points and 4 axial points ( = (2
2
)

1/ 4
= 1.414) , 

giving a total of 12 assays, the independent  variables being Sucrose (x1)  varying from  7.2-

12.8g/ 100mL and Flavoring (x2)  (condensed m ilk flavor, random ly selected) , varying from  

0.08-0.16g/ 100m L, for the responses of I deal Sweetness (Y1) , I deal f lavor (Y2) , Global 

Acceptance (Y3)  and Purchasing At t itude (Y4) , obtaining the first  two using the just -about - r ight  

scale test , and the last  two by affect ive sensory tests. The scale category or levels and real 

values of this experimental design can be observed at  the Table 2. The sam ples were tested by 
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27 potent ial consumers, verbally recruited, who filled in an appropriate form . I n order to 

determ ine the ideal or j ust -about - r ight  form ulat ion, a form  was elaborated including an 

unst ructured scale anchored at  the ext remes by the terms not  sweet  enough or lack of 

flavor as compared to the ideal to the left , and far too sweet  or far too much flavor as 

compared to the ideal to the r ight . The m iddle mark on the scale, or zero, was the ideal 

intensity. For the evaluat ion of sample acceptabilit y, the tasters used an unst ructured nine-

cent imeter scale, with the following term s anchored at  the ext remes:  disliked very much to 

the left  and liked very m uch to the r ight . I n order to evaluate the at t itude with respect  to 

purchasing intent , a five-point  st ructured scale was employed, from  5, meaning I  would 

certainly buy the product , to 1, meaning I  would certainly not  buy the product  (Meilgaard et  

al,  1999) .  

A second-order model was adopted in order to fit  the experimental responses to the 6 

parameters:  exxxxxxy 2
222

2
111211222110 ;  where x1 and x2,  stand for the 

coded variables and 0 ,  1 ,  2

 

and 12

 

stand for the regression m odel param eters, est imated 

by the least  squares method (Rodrigues and Iem ma, 2005, Gacula et  al,  2009) . 

2 .1 .2 .5 . Validat ion test  for  the m odels   

The variables showing significant  effects (p<

 

0.05)  were evaluated and the correlat ion 

coefficients generated. After analyzing the models by ANOVA, the response surfaces were 

drawn (Rodrigues and I em ma, 2005) . Three t reatments with dist inct  percentages of sucrose 

and flavoring were selected within the just -about - r ight  range for each of the responses for ideal 

sweetness and flavor, and these t reatments were com pared to a cont rol sample C (12g/ 100m L 

sucrose and 0.09g/ 100m L flavoring)  that  sat isfied both responses. For each response four 

samples were com pared amongst  them selves on the just -about - right  scale by 30 potent ial 

consumers. The averages were analyzed by ANOVA and the HSD Tukey means test  at  5%  

significance.  The model was validated if the t reatm ents showed no significant  difference 

amongst  them selves at  the established levels of confidence. 

2 .1 .2 .6 . Test  condit ions  

The tests were carr ied out  in individual cabins in the sensory analysis laboratory, under 

cont rolled condit ions ( tem perature of 20 ±  2º C and white light ) . Each taster received 20-30 

gram s of each sam ple served in disposable 15 mL plast ic cups ( temperature close to 12º C) , 

randomly coded with three digit  numbers. The sam ples were served in com plete balanced 

blocks (McFie et  al.   1989)  in a monadic way. 

2 .1 .2 .7 . Stat ist ical analysis 
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The results were subm it ted to a variance analysis (ANOVA) , Tukey s Test  at  5%  

significance for the means comparison, response surface analysis and generat ion of a m odel. All 

stat ist ical analyses were carr ied out  using the Stat ist ica software 6.0 (Statsoft  2001) .  

2 .1 .3 . RESULTS AND DI SCUSSI ON  

2 .1 .3 .1 . Prelim inary tests  

Prelim inary tests were carr ied out  for the select ion of the raw mater ials in this study, 

aim ing to m inim ize the number of flavors in order to make the study possible. I n general, the 

flavors were enhanced in the sweetened sam ples. The masking soy agent  ingredient  im proved 

the final score of the ferm ented soy product , and it  was added to all the formulat ions in the 

amount  suggested by the manufacturer, together with the flavors to be opt im ized. Considerable 

syneresis occurred for all the formulat ions after fermentat ion and dur ing storage. This fault  was 

successfully handled and the results will be published in a separate paper.     

Three global acceptance affect ive tests were carr ied out  with respect  to flavor:  the first  

test  was to m ask the in nature soy off flavor;  the second was to choose the best  com mercial 

brand of st rawberry flavor and the third of peach flavor. All the sam ples contained m asking 

soy agent . The prelim inary results are shown in Table 1.  

The cream , vanilla , condensed m ilk , yoghurt  and no flavor samples presented 

no significant  stat ist ical difference with respect  to overall acceptance (p 0.05) .  The vanilla 

and no flavor with added masking soy agent  sam ples differed significant ly amongst  

themselves at  p 0.10. The cinnamon sample differed significant ly from  all the others at  

p< 0.05. There were no significant  stat ist ical differences (p 0.05)  between the commercial 

brands of st rawberry and peach flavors com pared in this study. This indicated that  despite the 

flavoring brand, the synbiot ic soy products were accepted by the potent ial consum ers to the 

same degree. The peach flavored samples obtained the best  average scores for acceptance, 

although they were st ill low, between 4.6 and 5.3, which means the public only slight ly liked 

them. With respect  to the st rawberry flavored samples, the testers neither liked nor disliked 

them, assigning average scores of from  4.0-4.6. The remaining flavors were not  well accepted, 

with average acceptance scores from  2.5-4.4, which means that  the tasters slight ly disliked 

them. Of all these formulat ion, the cinnamon flavor obtained the lowest  score for acceptance, 

and was the only one showing a significant  difference (p 0.05)  with respect  to the other 

formulat ions. The comm ents m ade by the tasters indicated an inclinat ion towards sweeter 

flavors.  

Behrens (2002)  carr ied out  tests with a variety of flavors in soy beverages and found 

that  the addit ion of sucrose to all the m ixtures gave the best  results with respect  to acceptance. 
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The pineapple and guava flavored sam ples obtained the highest  scores for acceptance, 

indicat ing good market  potent ial. The st rawberry, coconut  and kiwi flavors were also well 

accepted, but  the hazelnut  flavored product  was rejected.   

Table 1 . Prelim inary sensory test  for a synbiot ic soy beverage with added masking soy agent  

(E)  and flavorings:  average overall acceptance scores for flavor. 

Flavoring Average a Flavoring Average Flavoring Average 

No flavoringb  3.62± 2.22ab     

Yoghurt  (A)  3.86± 2.32a Strawberry (A) 4.19± 2.24a Peach (A)  4.78± 2.25a 

Vanilla (A)  4.40± 1.96a Strawberry (B) 4.02± 1.94a Peach (B)  4.63± 2.10a 

Cream  (C)  4.41± 1.88a Strawberry (C) 4.55± 2.12a Peach (C)  5.19± 2.18a 

Condensed m ilk (E) 4.02± 2.03a Strawberry (D) 4.26± 2.63a Peach (D)  4.95± 2.24a 

Cinnamon* *  (E)  2.49± 1.74b Strawberry (E) 4.58± 2.33a Peach (E)  5.32± 2.04a 

aAverages with the sam e let ters in the sam e colum ns do not  differ significant ly am ongst  them selves at  

p 0.05. bNo flavoring and cinnam on differed significant ly at  p 0.1. Capital let ters indicate the flavoring 

brand:  A (Givaudan) , B (Cit rom ax) , C (Firm enish) , D (Chr. Hansen)  and E (Duas Rodas) .  

2 .1 .3 .2 . CCRD experim ental design to determ ine the just - about- r ight  sw eetness and 

flavor and affect ive sensory tests for  acceptance and purchasing intent    

The need to implement  appropriate sensory techniques in order to ascertain product  

sensory opt im izat ion was thus proven. After analyzing the prelim inary results, opt im izat ion of 

the form ulat ions was carr ied out  in order to obtain fermented soy beverages with ideal flavor 

and sweetness, masking the soy off f lavor and with good acceptance by the target  public 

varying the concent rat ions of sweetener and flavor.  

Table 2 shows the results for the tests to determ ine the ideal sweetness intensity (y1) , 

the ideal flavor (y2) , overall acceptance responses (y3)  and purchasing at t itude (y4)  for a 

synbiot ic ferm ented soy beverage, sucrose-sweetened and condensed m ilk flavored, using a 22 

CCRD, 27 potent ial consum ers of the product , showing the out lined m at r ix, the values of the 

levels, the variables and the averages obtained for the four responses. Although researchers in 

this field consider that  results for purchasing at t itude should be analyzed according to the 

percentage of consumers assigning each score for purchasing intent  on the scale for each 

sample evaluated in the present  study, considering that  a category scale was used and not  a 

linear scale (Meilgaard et  al. 1999) , the average of the scores assigned by the tasters for each 

sample evaluated was used, so that  this response could be used in the CCRD experimental 

design technique applied. 
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According to the evaluat ion scale applied, zero stands for the ideal or just -about - r ight . 

Therefore, the samples that  m ost  closely approximated the just -about - r ight  were:  assay 10 for 

ideal sweetness, with an average response of 0.09 (10g/ 100mL sucrose and 0.16g/ 100mL 

flavoring) , followed by assay 4 with an average response of 0.21 (12g/ 100m L  sucrose and 

0.15g/ 100mL flavoring, assay 7 with an average response of -0.30 (10g/ 100m L sucrose and 

0.12g/ 100mL flavoring -cent ral point )  and assay 2 with an average response of 0.32 

(12g/ 100mL sucrose and 0.09g/ 100m L flavoring) . Assay 4 showed the flavor closest  to the just -

about - r ight , with an average of -0.20 (12g/ 100m L sucrose and 0.15g/ 100mL flavoring, followed 

by assays 11, with an average response of -0.52 (12.8g/ 100m L sucrose and 0.12g/ 100mL 

flavoring) , 2 with an average response of -0.58, and 6 with an average response of -0.79 

(10g/ 100mL sucrose and 0.12g/ 100m L flavoring) . 

Table 2 .  Coded and real levels, variables and responses in the 22 CCRD for the sensory 

responses of ideal flavor, ideal sweetness, overall acceptance and purchasing at t itude of a 

condensed m ilk flavored fermented synbiot ic soy beverage. 

Assay

 

x1  x2 

Sucrose 

(g/ 100mL)

Flavor 

(g/ 100mL)

I deal 
Sweetness 

Y1 

I deal  

Flavor 

Y2 

Overall 
Acceptance

Y3 

Purchasing 
At t itude 

Y4 

1 -1 -1 8.0 0.09 -1.36 -2.12 3.42 2.56 

2 1 -1 12.0 0.09 0.32 -0.58 5.21 3.48 

3 -1 1 8.0 0.15 -1.17 -1.63 3.56 2.63 

4 1 1 12.0 0.15 0.21 -0.20a  5.41b  3.63b  

5 0 0 10.0 0.12 -0.53 -1.13 4.31 3.15 

6 0 0 10.0 0.12 -0.38 -0.79 4.31 2.93 

7 0 0 10.0 0.12 -0.30 -0.99 4.50 3.11 

8 0 0 10.0 0.12 -0.65 -1.39 4.12 2.93 

9 -1.41 0 7.2 0.12 -1.38 -1.95 3.08 2.41 

10 0 1.41 10.0 0.16 0.09 a  -0.85 4.78 3.41 

11 1.41 0 12.8 0.12 0.37 -0.52 5.13 3.56 

12 0 -1.41 10.0 0.08 -0.54 -1.24 4.78 3.33 
a  Closest  to the ideal responses. b Greater acceptance and purchasing intent  response.   

I n the determ inat ion of the ideal sweetness and flavor, the analysis of the effects 

showed that  the sucrose concent rat ion was the independent  variable with the highest  posit ive 

effect  (p< 0.05)  within the lim its of this study. Thus the linear term  for the flavoring 

concent rat ion was included in the variance analysis, since it  was st ill significant  at  p< 0.15, due 

to the experim ental condit ions of this study. 
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The sucrose concent rat ion (x1)  also presented a significant  posit ive effect  (p< 0.05)  in 

the affect ive global acceptance tests (Y3)   and purchasing at t itude (Y4) , while the quadrat ic term  

of the flavoring concent rat ion (x2
2)  had a posit ive effect  on both responses. Stat ist ically, the 

non-significant  parameters were elim inated from  the model and added to the residues for the 

ANOVA calculat ion (Table 3) .         

Table 3 .  ANOVA, coefficient  of determ inat ion (R2) , and the calculated and tabulated F values 

for the evaluat ion of the models used 

Response R 2  ( % ) a Calculated Fb  Tabulated Fc p  value 

 

I deal sweetness (Y1)  92.13 52.69 4.26 < 0.001 

 

I deal f lavor (Y2)  90.25 41.65 4.26 < 0.001 

Overall acceptance (Y3)  95.67 99.39 4.26 <  0.001 

Purchasing at t itude (Y4)  94.25 73.76 4.26 < 0.001 

aR2 (% ) :  %  of variat ion explained. bCalculated F =  MSregression /  MSresidue.  (MS= m ean square)   
cAt  significance of 5% , F0.05, 2, 9.   

After carrying out  the ANOVA (Table 3) , it  was possible to validate the models for ideal  

sweetness, ideal flavor and purchasing at t itude, since the calculated F values were higher than 

the tabulated F values, and also highly significant  (p< 0.001) , and the percentages of var iat ion 

explained were higher than 90% . Therefore, the regression coefficients for the models were 

generated, and their  corresponding response surfaces and contour plots drawn. Linear first -

order m odels were obtained for ideal flavor and sweetness as well as nonlinear second-order 

m odels for Overall Acceptance and Purchasing At t itude for the fermented soy beverages 

studied. The coded and fit ted models are depicted in equat ions 1, 2, 3 and 4.    

I deal sweetness =  -0.445 +  0.691(x1)  +  0.121(x2)     (Eq. 1)  

I deal f lavor =  -1.114 +  0.626(x1)  +  0.178(x2)    (Eq. 2)  

Overall acceptance =  4.221 +  0.817(x1)  +  0.246(x2) 2   (Eq. 3)  

Purchasing at t itude =  2.989 +  0.444(x1)  +  0.156(x2) 2   (Eq. 4)    

where x1 stands for the coded value of sucrose concent rat ion and x2 for flavoring 

concent rat ion. 
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Figure 1abcd  indicates good agreement  between the experimental values and those 

predicted by the model for the responses concerning ideal sweetness, ideal flavor, overall 

acceptance and purchasing at t itude, respect ively.  

The models were highly significant , so it  was possible to const ruct  response surfaces and 

to define regions of interest . The interact ion am ongst  the variables can be clearly seen on the 

response surfaces and contour plots, for the ideal flavor and sweetness tests (Figure 2abcd)  

and for the overall affect ive acceptance and purchasing at t itude tests (Figure 2efgh) .                   

Figure 1 .  Experimental values to ideal sweetness (a) , ideal flavor (b) , overall acceptance (c)  

and purchasing at t itude (d)  in funct ion of predicted values by the adjusted models.     

I t  can be seen at  response surfaces and contour plots that  the ranges closest  to the ideal 

sweetness were between 9.0 11.2 g/ 100m L of sucrose for any flavoring concent rat ion (0.08

0.16 g/ 100mL)  (Figure 2ab) . For flavor (Figure 2cd)  the just -about - right  range extended from  

10.9 13.0 g/ 100mL of sucrose or higher, observing a tendency for the higher the sucrose 

concent rat ion, the closer it  was to the ideal flavor, regardless of the amount  of flavoring (0.08

0.16 g/ 100m L) , within the boundaries established by the experimental design.   

-1.6 -1.4 -1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Observed Values Y1

-1.6

-1.4

-1.2

-1.0

-0.8

-0.6

-0.4

-0.2

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

P
re

di
ct

ed
 V

al
ue

s 
Y

1

-2.2 -2 -1.8 -1.6 -1.4 -1.2 -1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0

Observed Values Y2

-2.2

-2

-1.8

-1.6

-1.4

-1.2

-1

-0.8

-0.6

-0.4

-0.2

0

P
re

di
ct

ed
 V

al
ue

s 
Y

2

2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0

Observed Values  Y3

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

P
re

di
ct

ed
 V

al
ue

s 
Y

3

2.2 2.4 2.6 2.8 3.0 3.2 3.4 3.6 3.8

Observed Values  Y4

2.2

2.4

2.6

2.8

3.0

3.2

3.4

3.6

3.8

P
re

di
ct

ed
 V

al
ue

s 
 

Y
4

(a (b

(c)  (d



Cap.2. 1ª . parte 

____________________________________________________________________________  

54

                             

Figure 2 .  Response surfaces and contour plots for (a)  and (b)  ideal sweetness;  (c)  and (d)  

ideal flavor;  (e)  and ( f)  overall acceptance;  (g)  and (h)  purchasing at t itude. 

% Sucrose% Flavor

 

Ideal Taste

7
8

9
10

11
12

13

-1.4

-0.7

0.0

0.7

1.4

-2.0

-1.4

-0.8

-0.2

0.4  -2.4
 -2
 -1.6
 -1.2
 -0.8
 -0.4
 0
 0.4
 above

% Sucrose% Flavor

 

Ideal Sweetness

7
8

9
10

11
12

13

0.08

0.10

0.12

0.14

0.16

-1.0

-0.5

0.0

0.5

1.0

 -1.5
 -1
 -0.5
 0
 0.5
 1
 above

% Sucrose% Flavor

 

Purchase Attitude 

7
8

9
10

11
12

13

0.08

0.10

0.12

0.14

0.16

2.6

3.0

3.4

3.8

4.2
 2
 2.25
 2.5
 2.75
 3
 3.25
 3.5
 3.75
 above

% Sucrose% Flavor

Global Acceptance

7
8

9
10

11
12

13

0.08

0.10

0.12

0.14

0.16

3.2

3.8

4.4

5.0

5.6

6.2
 3
 3.4
 3.8
 4.2
 4.6
 5
 5.4
 5.8
 above

7 8 9 10 11 12 13

% sucrose

0.08

0.10

0.12

0.14

0.16

%
 fl

av
or

7 8 9 10 11 12 13

% sucrose

0.08

0.10

0.12

0.14

0.16

%
 fl

av
or

7 8 9 10 11 12 13

%Sucrose

0.08

0.10

0.12

0.14

0.16

%
F

la
vo

r

(a)        ( b)  

(c)        ( d)  

(e)        ( f)  

(g)        ( h)  



Cap.2. 1ª . parte 

____________________________________________________________________________  

55

 

The average values for overall acceptance of the products showed that  the tasters liked 

the products from  assays 4, 2 and 11 slight ly, assay 4 obtaining the highest  score with an 

average of 5.41;  assays 12, 10 and the cent ral points (5 to 8)  were neither liked nor disliked;  

and assays 3, 1 and 9 were slight ly disliked. As a m at ter of fact , it  must  be em phasized that  the 

averages did not  indicate a regular behavior, and were as much the result  of the high scores as 

of the low ones given to each sample by the tasters.  

The averages for purchasing at t itude presented a sim ilar behavior to that  of overall 

acceptance (Table 2) . Values above 3.5 indicate that  the potent ial consumers would probably 

purchase the product  (assays 4, 2 and 11) . The highest  average was found for assay 4 (3.63) . 

Averages between 3 and 3.5 mean the consum ers are in doubt  regarding their  purchasing 

intent . The averages for assays 3, 1 and 9 indicate they would be unlikely to purchase them.   

From  an analysis of the response surfaces and contour plots in Figure 2efgh, it  can be 

seen that  the results showed parallel behavior for overall acceptance and purchasing at t itude . 

The responses in these affect ive tests showed a tendency to increase with increase in sucrose 

concent rat ion, and showed lit t le influence of the flavoring, which means that  within the 

boundaries established for this study, with high or low concent rat ions of flavorings, product  

acceptance, and therefore it s purchasing intent , increased with increase in sucrose. Thus higher 

sucrose concent rat ions generated bet ter overall acceptance responses and consequent ly 

increased the purchasing intent , although there is a tolerance const raint  or lim it  for this kind of 

ingredient  on behalf of the tasters and the ferm entat ion, which ought  to be taken into 

considerat ion.   

With respect  to the purchasing at t itude , assays 4, 2 and 11 obtained the highest  

percentages from  the populat ion, between those who probably would and those who certainly 

would purchase the product , with values of 66.7% , 66.7%  and 51.9% , respect ively. The 

percentages obtained by the populat ion who were between doubts and certainly in purchasing 

the product  were 74.1% , 85.2%  and 85.2% , respect ively, for these assays, as shown in Figure 

3.  

Thus the present  study showed that  the sensory features of the synbiot ic ferm ented 

beverage obtained from  hydrosoluble soy ext ract  were im proved, as also the acceptance and 

purchasing intent  on behalf of the target  public, as a result  of the opt im izat ion carr ied out , 

applying the combined techniques of sensory analysis and experimental design. I n addit ion, it  

was possible to predict  the acceptance and purchasing at t itude according to the product  

formulat ion, using the m athemat ical m odels obtained.   
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Figure 3 .  Dist r ibut ion of the percentages in the populat ion from  purchasing at t itude to 

CCRD s assays 4, 2 and 11 for synbiot ic ferm ented beverage of soym ilk.  

2 .1 .3 .3 . Verificat ion of the CCRD under the condit ions that  sat isfied the responses  

Verificat ion of the models obtained was carr ied out  by applying the Tukey s HSD test  

under the condit ions that  fulfilled each of the responses for ideal f lavor and ideal sweetness . 

Three t reatments were elaborated with different  sucrose and flavoring concent rat ions, chosen 

within the ideal range for the ideal sweetness response. With respect  to flavor, another three 

different  condit ions were chosen, within the range of the j ust -about - r ight  for this response. I n 

addit ion, each individual group was compared to a cont rol C sam ple, containing 12g/ 100mL 

sucrose and 0.09g/ 100m L flavoring (determ ined with the intent  of obtaining an interm ediate 

product  as m uch in ideal sweetness as in ideal f lavor) . The t reatm ents and results obtained 

from  the responses of 30 potent ial consum ers in the comparat ive sensory test , applying the 

just -about - right  scale, are shown in Table 4.  

From  the ANOVA result  (Table 5) , the calculated F was found to be lower than the 

tabulated F (p< 0.01) , showing that  there were no significant  differences between the 

t reatments. The Tukey s test  confirm ed that  the four sam ples com pared for each response 

showed no significant  differences am ongst  themselves at  5%  significance, verifying the validity 

of the models generated by the CCRD. There were significant  differences amongst  the tasters 

for the two responses (Table 5) , as confirmed by ANOVA, although such differences are usually 

derived from  the fact  that  the tasters employ different  parts of the scale to express their  

impressions. 
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Table 4 . Average responses to ver if icat ion of the models using unst ructured just -about - r ight  

scale with 0 as the m iddle category.  

Treatm ent  
( g/ 1 0 0 m L)  

Sucrose 
( g/ 1 0 0 m L)  

flavoring 
Average 

Response * *  

1 10.5 0.15 -0.08ª ± 1.18 

2 11.5 0.10 -0.06ª ± 1.35 

3 11.0 0.08 -0.26ª ± 1.35 Id
e

a
l 

 

S
w

e
e

tn
e

ss
 

C*  12.0 0.09 -0.53ª ± 1.56 

1 12.8 0.12 -0.43ª ± 1.61 

2 12.0 0.16 -0.25ª ± 1.60 

3 12.5 0.15 -0.05ª ± 1.14 Id
e

a
l 

 

fl
a

v
o

r 

C*  12.0 0.09 -0.65ª ± 1.55 

* Control t reatm ent  (C)  that  sat isfies the responses for both the ideal flavor and sweetness. 

* * Averages with the sam e let ters in the sam e colum ns do not  differ significant ly (p 0.05)  by the  

HSD Tukey test .  

Table 5 . Verificat ion of models by ANOVA with respect  to ideal sweetness and flavor as 

generated by CCRD  

Variat ion source D.F. SS MS Calculated F Tabulated F a 

Treatments 3 10.07 3.36 3.47 4.04 

Taster 29 132.39 4.57 4.71 1.49 

Residue 87 84.28 0.97   Id
e

a
l 

S
w

e
e

tn
e

s

Total 119 226.74    

      

Tabulated F b 

Treatments 3 5.79 1.93 1.49 2.73 

Taster 29 143.12 4.94 3.81 1.32 

Residue 87 112.62 1.29   Id
e

a
l 

fl
a

v
o

r 

Total 119 261.54       

                

a  F0.01;  3;  87 at  1%  level.  b  F0.05;  3;  87 at  5%  level.   

2 .1 .4 . CONCLUSI ONS  

Predict ive models for responses with respect  to the ideal flavor and sweetness, overall 

acceptance and purchasing at t itude of a fermented funct ional food (synbiot ic)  from  hydrosoluble 

soy base ext ract  with condensed m ilk flavor were obtained by means of the CCRD. The m odels 

were validated by ANOVA and verified by the Tukey test  with a j ust -about - r ight  scale (p< 0.05) , 
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since it  was possible to predict  the acceptance and purchasing at t itude according to the product  

formulat ion. With respect  to the totality of the responses, the sucrose concent rat ion presented 

the highest  significant  effect  (p< 0.05) . Greater acceptance and purchasing intent  by potent ial 

consumers was found for higher sucrose concent rat ions, within the boundaries of this study. 

These responses have concordance with the prelim inary tests, where it  was observed that  

regardless the flavoring brand, the synbiot ic soy fermented product  showed the sam e level of 

acceptance am ong the potent ial consum ers, and that  they preferred a product  with more 

intense sweetness. Products elaborated with higher sucrose contents of between 9.0 and 

11.2g/ 100mL and 0.08-0.16g/ 100mL of flavoring presented ideal sweetness, whereas for 

flavor, 11g/ 100m L sucrose content  or higher with any amount  of flavoring was considered ideal, 

within the boundaries of the study. As confirmed by the Tukey test , the product  elaborated with 

12g/ 100m L of sucrose and the lowest  flavor content  (0.09g/ 100mL) , fulfilled both the 

responses for ideal sweetness and flavor. The present  study showed that  a fermented synbiot ic 

beverage obtained from  hydrosoluble soy ext ract , improved its sensory features after 

opt im izat ion of the sucrose and flavoring concent rat ions. Products with acceptance and 

purchasing intent  improved by more than 70%  were obtained on behalf of the target  public, by 

applying the combined techniques of experimental design and a sensory affect ive analysis as 

just -about - right  scale.    
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"Quem busca a verdade, quem obedece a lei do amor, 

 não pode estar preocupado com o amanhã." (Gandhi) 
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2 .2 . EQUI VALENCI A DE DOÇURA PARA UMA MI STURA DE EDULCORANTES 

HI POCALÓRI COS E SACAROSE EM ALI MENTO SI MBI ÓTI CO FERMENTADO A BASE DE 

EXTRATO DE SOJA  

RESUMO  

A preocupação com  a saúde est imula a pesquisa e o desenvolvimento de alim entos com  

baixas calorias e adoçantes não calóricos. O objet ivo deste estudo foi o de obter funções para 

equivalência de doçura para produto sim biót ico ferm entado a base de ext rato hidrossolúvel de 

soja adoçado com  a m istura de edulcorantes hipocalóricos Acessulfam e-k: sucralose, em  relação 

a um  produto t radicional adoçado com  sacarose na doçura ideal pré-estabelecida. As funções de 

potência para equivalência de doçura foram  S= 69,37C(1,14)  para a m istura de edulcorantes 

Acesulfame-k: sucralose e para sacarose S= 0,042C(1,28),  onde S é a sensação percebida e C a 

concent ração do edulcorante (%  m/ v)  na sobrem esa funcional de soja. 

Palavras- chave :  equivalência de doçura, potência edulcorante, alimentos simbiót icos, ext rato 

de soja, análise sensorial.  

EQUI - SW EETNESS TO MI XTURE OF SW EETENERS AND SUCROSE I N  THE SYMBI OTI C 

FERMENTED FOOD BASED I N  SOYMI LK 

ABSTRACT  

The concerns with health st imulates the search and development  of low-carb and light  

foods, including non-caloric sweeteners. The aim  of this work was to get  equi-sweetness 

funct ions for products with m ixture of the low-caloric sweeteners Acesulfam e-k: Sucralose 

compared to t radit ional product  sweetens with sucrose in the ideal sweetness and flavor pre-

ident if ied. Through the Potency law it  has been shown that  the model for magnitude est imat ion 

to equi-sweetness m ixture of acesulfame-k: sucralose related to an ideal sweetness of sucrose in 

the symbiot ic fermented beverage of soymilk was S= 69,37.C(1,14)  for m ixture of sweeteners and 

S= 0,042.C(1,28)  for sucrose, when S is the st imulat ion detected and C is the concent rat ion of 

sweetener 

Key w ords:  equi-sweetness, law potency sweetness, symbiot ic food, soym ilk, sensory analysis.  

2 .2 .1 . I NTRODUÇÃO  

Diversas forças mot ivadoras têm  fundamentado o crescente interesse no uso da 

alimentação como determ inante importante da saúde e existe um  consenso da est reita relação 
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ent re alimentação, saúde e doença. Com  o objet ivo da m anutenção de boa saúde ao longo da 

vida, prevenindo o aparecimento de doenças crônicas, como desordens gast rointest inais, 

cardiovasculares, câncer, osteoporose, assim  como a procura de promotores de saúde para a 

população da terceira idade, recentes pesquisas cont r ibuem  na compreensão do tema 

saúde/ dieta, aumentando a demanda de alim entos saudáveis e est imulando a inovação e o 

desenvolvimento de novos produtos na indúst r ia de alimentos, como são os derivados da soja, 

de baixas calorias e aplicações com  adoçantes não calóricos (SIGMAN-GRANT et  al. ,  2003)  .   

Segundo Marcellini (2005)  o gosto doce da sacarose tem  alta aceitação ent re os 

consumidores, mas por razões de dieta e saúde são procuradas substâncias alternat ivas 

hipocalóricas que a subst ituam. Para obter êxito na subst ituição de açúcares por edulcorantes 

hipocalóricos é necessário que estes sejam  seguros à saúde, possuam  característ icas sensoriais 

agradáveis e doçura semelhante à da sacarose. A análise sensorial é a m elhor ferram enta para 

avaliar a aceitação de um  edulcorante (Cardello, 2003) .  

A sucralose (1,6-dicloro-didesoxi- D frutofuranosil 4 cloro-deoxi- -D-

galactopiranosídeo)  é obt ida pela cloração da sacarose, de forma selet iva nas posições 1 , 4 e 

6 da molécula (Marcellini, 2005) . Tem  um  poder edulcorante 600 vezes m aior que a sacarose 

em  solução a 5%  e não é absorvida pelo organismo, sendo assim  isenta de calorias. A sucralose 

teve seu uso aprovado no Brasil em  1995;  é considerada um  edulcorante de alta qualidade, 

com  alta potência, de ext raordinária estabilidade e com  boas característ icas físico-quím icas, que 

perm item  sua aplicação em  uma grande variedade de alimentos e bebidas. Além  disso, foi 

considerada segura para consumo humano, após inúm eros estudos clínicos (Jenner, 1989) . 

Existem  poucas diferenças organolépt icas significat ivas no gosto doce ent re a sucralose e a 

sacarose em  bebidas e alimentos, essas pequenas diferenças costum am  aparecer em  

equivalências de doçura m ais altas. Tanto a sucralose como o acessulfame K possuem  uma 

ingestão diária aceitável ( I DA)  de 15 mg/ Kg de peso corpóreo (Umbrelino, 2005) . O lim ite 

m áximo para adição de sucralose estabelecido no Brasil em  bebidas e alimentos para controle 

de peso, para dietas com  ingestão cont rolada de açúcares e com  informação nut r icional 

complementar, é de 0,045 g/ 100 g em  alimentos e 0,025 g/ 100mL em  bebidas (Brasil,  2001) .  

Acessulfame-K é quim icamente o sal potássico da sulfonamida cíclica 6-m et il,1,2,3-

oxat iazina-4(3H) -ona-2,2-dióxido. O potencial do uso do Acessulfam e-K é ilim itado, podendo 

ser ut ilizado como adoçante de mesa, em  bebidas sem i-doces, e em  bebidas carbonatadas em  

m istura com  out ros edulcorantes, para confer ir  estabilidade e qualidade de doçura. Devido a 

sua estabilidade à pasteurização, o acessulfam e-K é indicado para produtos lácteos e é cerca de 

200 vezes mais doce que a sacarose e apresenta gosto am argo residual em  altas concent rações 



Cap.2. 2ª . parte 

____________________________________________________________________________  

67

(Moraes, 2008) . Seu uso é aprovado em  mais de 100 países incluindo os Estados Unidos e a 

União Européia (Kemp, 2006) .   

Cada adoçante possui característ icas específicas de intensidade e persistência do gosto 

doce e presença ou não de gosto residual. Esses fatores são determ inantes na aceitação, 

preferência e escolha por parte dos consum idores (Higginbotham , 1983) . Porém , o poder 

edulcorante teórico estabelecido para cada substância, dif icilmente se ajusta à realidade, dado 

que a sensação doce de cada um, em  relação à sacarose, depende de diversos fatores como a 

composição do alim ento que o t ransporta, a tem peratura, o pH, o teor do adoçante, tal como foi 

comprovado por Tunaley et  al.  (1987) . Estes autores avaliaram  a doçura equivalente de nove 

diferentes adoçantes, comparando-os a um  padrão de glicose em  solução a 5%  e houve muita 

var iação nos dados obt idos, em  relação aos provadores. Os autores concluíram  que esta 

var iação é dependente do t ipo do adoçante, pois quanto mais complexa a percepção total, 

m aior é a variação nos resultados.  

Alim entos ou bebidas com  edulcorantes podem  ser rotulados com o light , sugar- free, low-

calorie ou reduced-calorie (Nabors, 2002) . Para o seu desenvolvim ento é preciso realizar 

estudos que perm itam  o conhecim ento prévio das concent rações dos adoçantes a serem  

ut ilizados e suas doçuras equivalentes em  sacarose. O m étodo de est imação da magnitude é 

m uito aplicado nesses casos. At ravés da representação gráfica dos resultados normalizados e 

da Lei da potência de Stevens são obt idos modelos de potência edulcorante para diferentes 

substâncias em  relação à sacarose (Moskowitz, 1970, Stone & Oliver, 1969, Cardoso et  al. ,  

2004) . No m étodo de est im ação de magnitude, descrito por Stone & Oliver (1969) , os 

provadores selecionados devem  receber uma amost ra referência com  uma intensidade 

designada com  um  valor arbit rár io, seguida por um a série de amost ras em  ordem  casualizada, 

com  intensidades maiores ou menores que a referência. Os provadores deverão est imar o poder 

edulcorante das amost ras desconhecidas e at ribuir  notas a elas, em  relação à referência, não se 

podendo at ribuir  valor zero a nenhum a amost ra.   

O dobro de um a determ inada concent ração de sacarose ou de cloreto de sódio, não vai 

produzir a sua percepção em  dobro, precisando quant if icar estas m edidas da form a com o ela é 

percebida sensorialmente. Os valores obt idos dos resultados dos provadores e os valores das 

concent rações avaliadas são normalizados, calculados os logaritmos desses resultados e 

colocados em  um  gráfico em  coordenadas logarítm icas. Para o adoçante (ou out ro com posto)  é 

obt ida uma reta, a qual obedece à lei de Stevens, ou power funct ion:  S= aCn,  onde S é o 

est ímulo percebido, C é a concent ração do est ímulo, a é ant ilog do valor de Y na intersecção, e 

n é o coeficiente angular da reta. Regiões das retas dos adoçantes que estão em  m esm o nível, 

paralelo ao eixo da abscissa, possuem  poder edulcorante equivalentes (Moskowitz, 1970) .  
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A soja é reconhecida com o um  alimento funcional e pode ser usada de forma prevent iva 

e terapêut ica no t ratamento de doenças cardiovasculares, câncer, osteoporose e sintomas da 

m enopausa. (Donkor & Shah, 2008, Ciabot t i et  al.  2007, Behrens et  al.,  2004, Chiarello, 2002) . 

A part ir  da ferm entação do ext rato de soja com  bactérias láct icas probiót icas, com o lactobacilos 

e bifidobactérias, e a presença de agentes prebiót icos selecionados, obtém-se um  produto 

sim biót ico e um a alternat iva de alim ento funcional (Mondragón, 2004, Hasler, 1998) .  Segundo 

o estudo de Mondragón-Bernal et  al.  (2005) , foram  determ inadas faixas ideais de teor de 

sacarose em  relação à doçura (9,2-11,8% )  e ao sabor (11,2-13% )  de um  alimento simbiót ico a 

base de soja saborizado.  

O objet ivo do presente estudo foi determ inar o poder edulcorante em  relação à sacarose 

de uma m istura de edulcorantes com posta por acessulfam e-k e sucralose para promoverem  a 

m esma doçura em  com paração ao uso da sacarose em  uma bebida sim biót ica fermentada a 

base de ext rato hidrossolúvel de soja que sat isfaça a doçura ideal da bebida.  

2 .2 .2 .MATERI AL E MÉTODOS  

Foram  avaliadas amostras de bebida fermentada a part ir  de ext rato hidrossolúvel de soja 

(10% m / v -  FB Olvebra)  form uladas com  probiót icos (Lactobacillus acidophilus sp,  L. casei subsp 

paracasei sp e Bifidobacter ium  longum  SP -  Danisco)  e prebiót icos 4%  (m / v)  

( frutooligossacarídeos -Raft ilose® -Oraft i e polidext rose -Litesse® -Danisco) , mascarante do 

sabor de soja (quant idade sugerida pelo fabricante Duas Rodas) , ant iespumante (sílica 0,005%  

(m/ v)  -  Proceedings)  e saborizante leite condensado idênt ico ao natural em  forma sólida (Duas 

Rodas) , sacarose como adoçante t radicional, edulcorantes hipocalóricos:  acessulfame-K e 

sucralose (Proceedings) .  

2 .2 .2 .1 . Preparação das am ostras para testes sensoriais  

As amost ras foram  elaboradas a part ir  da form ulação de m isturas de ingredientes sólidos 

(pó)  reconst ituídas com  água, os frascos com  a base líquida foram  pasteurizados em  autoclave 

a 116 °C durante 4 m inutos e resfriados rapidam ente. Os m eios foram  inoculados 

assept icamente com  5x105-5x107 UFC/ mL de uma m istura padronizada de cultura láct ica 

probiót ica (L. acipophilus sp: L. paracasei subsp: B. longum  sp) . Os meios inoculados foram  

incubados em  estufa a 37 °C, sem  agitação, até at ingir  pH 4,5-5,0 e uma consistência firm e. Os 

produtos ferm entados foram  estocados sob refr igeração até a realização dos testes sensoriais 

por no máxim o 12 horas. As am ost ras foram  servidas aos provadores em  cabines individuais 

codificadas com  números de t rês dígitos, cada um  recebeu 10-15 gramas de cada amost ra em  

recipientes plást icos brancos descartáveis com  capacidade para 15 m L. Os testes foram  
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realizados em  laboratório, em  condições cont roladas ( tem peratura das amost ras 12º C, luz 

branca nas cabines individuais de prova) . As amost ras foram  servidas em  blocos casualizados e 

foi pedido aos provadores que enxaguassem  o palato com  água à temperatura am biente, ent re 

um a am ost ra e out ra.  

2 .2 .2 .2 . Pré- seleção dos provadores para escala de m agnitude  

Foram  pré-selecionados 14 indivíduos, consumidores potenciais de sobrem esa 

fermentada funcional de ext rato de soja, cujo poder discrim inat ivo foi avaliado ut ilizando-se 

testes t r iangulares aplicados à análise seqüencial de Wald (Meilgaard et  al. ,  1999) . Foram  pré-

fixados os seguintes parâm etros para a análise da capacidade discrim inatória:  p0=  máxima 

habilidade aceitável=  0,33;  p1=  mínima habilidade aceitável=  0,70;  =  probabilidade de aceitar 

candidato sem  acuidade=  0,05;  =  probabilidade de rejeitar candidato com  acuidade=  0,05. 

Foram  ut ilizadas amost ras de bebida de soja adoçadas com  sacarose 3%  (m / v)  e com  

edulcorante hipocalór ico em  proporção 1: 1 de sucralose: acessulfam e-K, segundo o poder 

edulcorante teórico de 200 e 600 vezes maior que a sacarose, respect ivamente, reportado pela 

United States Recomm ended Daily Allowance USRDA ( I NMETRO, 2008) , apresentando 

diferença significat iva ent re si em  nível de 1% . Foram  selecionados os provadores que 

seqüencialmente diferenciaram  t rês blocos de amost ras. O teste tam bém  foi ut ilizado para 

determ inar a sim ilar idade ent re am ost ras adoçadas com  sacarose e com  m istura edulcorante. 

Foram  elaborados 3 grupos de bebida simbiót ica de soja nos sabores leite condensado, 

m orango e pêssego sendo adoçadas com  sacarose ou com  a m istura edulcorante acessulfam e-

k: sucralose.  

2 .2 .2 .3 . Teste de diferença do controle para escolha da am ostra referência a ser 

ut ilizada na determ inação da equivalência de doçura entre sacarose e associação de 

edulcorantes  

Foram  selecionados 3 t ratamentos com  porcentagens de sacarose e de saborizante 

dent ro das faixas do ideal para sabor e doçura ideal obt idas por Mondragón Bernal et  al.  

(2005) . Os t ratamentos foram  comparados com  uma am ost ra padrão P formulada com  12%  

(m/ v)  de sacarose e 0,09%  (m / v)  de sabor idênt ico ao natural de leite condensado, para 

sat isfazer tanto a doçura ideal quanto o sabor ideal, at ravés do teste de diferença do controle, 

com  24 provadores. Foi elaborada uma ficha com  escala est ruturada de nove pontos para 

indicar o quanto a amost ra difere do cont role, sendo que o zero indicava nenhum a diferença e 

nove ext rem amente diferente . Foi realizada a análise de variância e teste de Dunnet  (Dunnet , 

1955)  para as médias das respostas. 
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2 .2 .2 .4 . Teste de escala de m agnitude para equivalência de doçura de um a m istura de 

edulcorantes em  relação a sacarose  

Foi ut ilizado o método de Lei da Potência de Stevens ou de escala de magnitude 

edulcorante. Foram  elaboradas duas séries de 5 am ost ras, uma com  a m istura de edulcorantes 

hipocalóricos (sucralose e acessulfame-K)  e out ra com  sacarose, ut ilizando fator de 

m ult iplicação de 1,6 (Cardoso et  al. ,  2004.)  e foram  apresentadas em  blocos casualizados a 14 

provadores pré-selecionados. Foram  com paradas com  um a amost ra de referência R (amost ra P 

na concent ração de sacarose ideal, 12%  (p/ v) , sendo testadas as concent rações de 5, 8, 12, 19 

e 31 %  (p/ v)  de sacarose, e 0,009;  0,015;  0,024;  0,038 e 0,061 %  (p/ v)  de m istura 

acessulfame-K: sucralose (proporção 25: 75 w: w) .   

Neste teste, os provadores selecionados receberam  uma amost ra referência, R, com  

intensidade designada por um  valor arbit rár io de doçura 100, seguida de várias amost ras 

codificadas e casualizadas, com  intensidades maiores ou menores que a referência. Foi 

solicitado aos provadores que est imassem  as intensidades de doçura das amost ras codificadas 

em  relação à referência. Por exemplo, se a amost ra apresentava o dobro da doçura da 

referência, deveria receber valor 200, se apresentava a metade da doçura, 50 e, assim  

sucessivamente. 

2 .2 .2 .5 . Análise Estat íst ica  

Os resultados do teste de diferença do cont role foram  subm et idos à Análise de Variância 

(ANOVA)  e Teste de Dunnet  a 5%  de significância para a comparação ent re as médias e o 

cont role. Todas as análises estat íst icas foram  realizadas ut ilizando-se o programa Stat ist ica 6.0 

(Statsoft  2001) .  

2 .2 .3 . RESULTADOS E DI SCUSSÃO  

2 .2 .3 .1 . Teste t r iangular  para determ inar a  sim ilaridade entre am ostras adoçadas com  

sacarose e com  edulcorantes no teor teórico ( m istura de acessulfam e- k:sucralose 

1 :1 ) .   

As amost ras adoçadas com  sacarose e as adoçadas com  um a m istura em  proporção 1: 1 

de acessulfame-k: sucralose, foram  comparadas at ravés de testes t r iangulares para t rês 

diferentes sabores:  leite condensado, morango e pêssego. Houve diferença significat iva (p 0,1)  

ent re as am ost ras adoçadas com  sacarose e as adoçadas com  acessulfame-k+ sucralose para 

todos os sabores e comentários de um  alto sabor residual amargo, causado provavelmente pelo 

acessulfame-k. Os provadores acharam  as amost ras adoçadas com  acessulfame-k: sucralose 

m uito doces comparadas com  as de sacarose. No entanto, observaram  que as amost ras 
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adoçadas com  sacarose foram  mais saborosas e sem  sabor residual am argo. Assim , optou-se 

por realizar um  teste de potência edulcorante, ou escala de m agnitude com  nova proporção dos 

edulcorantes baseada nos produtos de soja sem elhantes do mercado, sendo de 1: 9 (segundo a 

potência edulcorante teórica)  ou sua equivalente em  massa de 25: 75 m/ m  de acessulfam e-

K: sucralose, respect ivam ente.  

2 .2 .3 .2 . Escolha da am ostra referência a ser ut ilizada na determ inação da 

equivalência de doçura entre sacarose e associação de Acessulfam e- K e Sucralose  

Os resultados do teste de diferença do cont role aparecem  na Tabela 1 e a análise de 

var iância na Tabela 2. O t ratamento cont role C (12%  (m / v)  sacarose e 0,09%  (m / v)  

saborizante) , foi com parado com  t rês t ratamentos elaborados dent ro das faixas do ideal para 

sabor e para doçura reportadas por Mondragón-Bernal et  al.  (2005) .   

Tabela 1 . Teste de Dunnet  da análise sensorial de diferença do cont role, para sabor e doçura 

de sobremesa fermentada de ext rato hidrossolúvel de soja, sabor leite condensado.  

Tratam ento % Sac % Sabor 

Média na escala de 
diferença em  

relação à am ostra 
controle  

MDS= 0 ,8 6 *  

Diferença do controle em  relação à doçura 

A 10,5 0,15 2,10± 2,04 0,05 ns 

B 11,5 0,10 2,39± 2,27 0,24 ns 

C 11,0 0,08 2,33± 1,95 0,18 ns 

Cont role 12,0 0,09 2,15± 2,13  

Diferença do controle em  relação ao sabor  MDS= 0 ,8 2 *  

A 12,8 0,12 2,63± 2,51 0,05 ns 

B 12,0 0,16 2,53± 2,35 0,05 ns 

C 12,5 0,15 2,53± 2,03 0,04 ns 

Cont role 12,0 0,09 2,57± 2,40  
* MDS:  Mínim a Diferença Significat iva pelo Teste de Dunnet  para estabelecer diferença 
significat iva ent re o padrão e a am ost ra analisada. % Sac=  percentagem  de sacarose. 
ns =  diferença não significat iva (p< 0,05) .  

.   

De acordo com  o teste de médias de Dunnet  não foi encont rada diferença significat iva 

(p 0,05)  ent re os t ratamentos e o cont role tanto para sabor como para doçura, o que significa 

que a formulação do cont role poderia ser ut ilizada para o teste de escala de m agnitude de 

doçura, pois não alteraria significat ivam ente o gosto e sat isfar ia tanto o sabor quanto a doçura 
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ideal. A porcentagem  de sacarose de referência (R)  para o teste de escala de m agnitude foi 

estabelecida após realização do teste de diferença do cont role.  

Observa-se na Tabela 2 que o F calculado foi menor que o F tabelado para os 

t ratamentos indicando que não existem  diferenças significat ivas ent re os t ratamentos e o 

cont role a 5 %  de significância em  ambas as respostas Doçura e Sabor. O F calculado foi maior 

que o F tabelado para os provadores indicando que há diferença significat iva ent re eles a 5%  de 

significância, isso decorre do fato que os provadores ut ilizam  diferentes partes da escala para 

descrever suas apreciações.  

Tabela 2 . ANOVA para teste de diferença do cont role das amost ras de sobrem esa funcional 

fermentada de soja no sabor leite condensado.   

Fonte de 
Variação 

Graus 
de Liberdade  SQ  SQ Médio 

F calculado 

Tratamentos 3 1,35 0,45 0,22 

Provadores 23 267,89 11,65 5,82 

Resíduo 69 137,97 2,00   

D
o

ç
u

ra
 

Total 95 407,21   

Tratamentos 3 0,15 0,05 0,03 

Provador 23 370,70 16,12 8,68 

Resíduo 69 128,13 1,86    S
a

b
o

r 

Total 95 498,98   
F tabelado t ratamentos =  F0,05; 3; 69 =  2,75. F tabelado provadores = F0,05; 23; 69= 1,69.  

2 .2 .3 .3 . Determ inação da est im ação de m agnitude para análise da equivalência de 

doçura de um a m istura de edulcorantes em  relação à sacarose  

Foi realizado teste sensorial com  uso de escala de magnitude para o produto light  

at ravés do m étodo de Lei da potência, para se determ inar a concent ração da m istura 

edulcorante acessulfam e-k: sucralose. Com  a proporção de acessulfam e-k: sucralose 

previamente estabelecida e aplicando a Lei da Potência, determ inou-se o modelo para 

est imat iva da magnitude para a m istura acessulfame-k e sucralose em  relação à sacarose e 

saborizante ideal na sobremesa ferm entada de soja natural (12%  (m / v)  de sacarose e 0,09%  

(m/ v)  de saborizante) .   

Os valores de m agnitude de doçura dados pelos provadores foram  convert idos para 

valores logarítm icos e expressos usando media geomét rica. As curvas para concent ração versus 

resposta sensorial, foram  correspondentes a uma função de potência com  a seguinte 

característ ica S=  aCb,  onde S é a sensação percebida, C é a concent ração do est ímulo, a é o 

ant i- logaritm o do valor do interseção na ordenada e b é o coeficiente angular da reta, segundo 

a Figura 1. 
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Assim , a função de potência determ inada para equivalência de doçura da m istura 

acessulfame-K e sucralose em  relação à porcentagem  de sacarose ideal numa bebida 

fermentada de soja, foi S= 69,37C(1,14).  No mesmo produto, foi obt ido modelo para sensação 

percebida para sacarose como uma função de potência do t ipo S= 0,042.C(1,28).           

(a)         (b)  

Figura 1 . Determ inação dos coeficientes da lei de potencia para:  (a)sacarose (b)  edulcorantes.    

Sendo assim  para se obter a mesm a sensação a 12%  de sacarose (S= 1,011) , deve-se 

ut ilizar 0,024%  da m istura de acessulfame k e sucralose (25: 75 w: w) . A potência foi definida 

como sendo o número de vezes em  que um  composto ou m istura de com postos é mais doce 

que sacarose, baseado em  sua doçura equivalente, assim , a potência edulcorante da m istura 

corresponde a 490,01.   

2 .2 .4 . CONCLUSÃO  

De acordo com  os resultados obt idos, foi possível concluir  que para obtenção de uma 

bebida simbiót ica ferm entada a base de ext rato hidrossolúvel de soja com  sabor de leite 

condensado na versão diet  ( sem  sacarose)  e, portanto redução calórica, em  doçura equivalente 

à ideal para o consum idor (12%  de sacarose)  é necessária a adição de 0,024 %  da associação 

de acessulfame k e sucralose (25: 75 w: w)  no produto, sendo que, essa associação de 

edulcorantes ut ilizados é 490,01 vezes mais doce que a sacarose no produto estudado.   
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CAPI TULO 3 .   

3 . ESTUDO DA VI DA DE PRATELEI RA DE ALI MENTOS SI MBI ÓTI COS A 

BASE DE EXTRATO DE SOJA   

Parte dos resultados deste capítulo foram  apresentados como:   

Reologia e com posição probiót ica de alim entos sim biót icos de soja adoçados com  

sacarose ou edulcorantes durante a vida- de- prateleira .  Autores:  Olga L. Mondragón-

Bernal;  Fát ima A. A. Costa;  Maria I sabel Rodrigues;  Francisco Maugeri. Apresentado como 

resumo e pôster no XX Congresso Brasileiro de Ciência e Tecnologia de Alim entos,  

Curit iba, 8 a 11 de Outubro de 2006       

Se o amor não fosse maior que o ódio, de há muito  

o mundo e o homem já teriam deixado de existir (Arthur de Távola)  
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3 . ESTUDO DA VI DA DE PRATELEI RA DE ALI MENTOS SI MBI ÓTI COS A BASE DE 

EXTRATO DE SOJA  

RESUMO  

Com  a crescente demanda de alimentos funcionais, o ext rato hidrossolúvel de soja tem  

sido am plamente estudado para elaboração de bebidas ferm entadas. Para se obter um  produto 

com  qualidade, é necessário que as característ icas funcionais, físico-quím icas e sensoriais pré-

estabelecidas se conservem  durante a vida de prateleira. Neste estudo foram  acom panhados 

durante 50 dias de estocagem  as contagens individuais de probiót icos, o pH, característ icas 

reológicas, m udanças na cor e sinérese de sobrem esas simbiót icas fermentadas (contendo 

probiót icos e prebiót icos)  a base de soja, adoçadas com  sacarose ou com  edulcorantes 

hipocalóricos ( light ) . Verificou-se que os produtos oscilam  ent re fluidos do t ipo Herschel-Bulkley 

e pseudoplást icos. Os simbiót icos elaborados com  sacarose apresentam  menor sinérese, 

viscosidade aparente e m aior contagem  da bifidobactéria, porém, a queda mais acentuada do 

pH que os produtos elaborados com  edulcorante. Nos produtos sem  sacarose o 

desenvolvimento dos lactobacilos foi favorecido. As populações de probiót icos mant iveram-se 

em  níveis aceitáveis, no entanto apresentam  m aior variabilidade nos produtos light .  Os 

produtos elaborados com  preparados de frutas comerciais (morango e pêssego)  apresentaram  

m aior viscosidade aparente, m as, também  instabilidade quanto à sinérese e cor, provavelmente 

causado pela sensibilidade dos corantes à acidez e à oxidação. 

Palavras- chave: vida de prateleira, reologia, probiót icos, alim ento sim biót ico, ext rato de soja.  

3 .1 . I NTRODUÇÃO  

A soja é uma boa fonte de proteínas, lipídeos e out ros nut rientes, e devido a sua grande 

abundância no Brasil,  tem  sido feitos im portantes esforços para o seu aproveitamento na 

fabricação de produtos apetecíveis e por tanto de maior aceitação. 

A presença de fatores bifidogênicos no ext rato de soja, com o os oligossacarídeos 

rafinose e estaquiose, assim , como a presença de out ros açúcares (sacarose, frutose, glicose, 

galactose) , vitam inas do complexo B e fontes de nit rogênio das proteínas hidrossolúveis da 

soja, fazem  do ext rato hidrossolúvel de soja um  meio com plexo e ót imo subst rato para 

crescimento das bifidobactér ias (Chiarello, 2002, Chou et  al. ,  2000, Hou et  al. ,  2000, Scalabrini 

et  al.  1998)  e alguns lactobacilos (Mondragón, 2004) .  
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Alim entos que contêm  probiót icos e prebiót icos são denom inados simbiót icos (Mat t ila-

Sandholm  et  al 2002, Crit tenden et  al 2001, Ferreira e Teshim a, 2000, Roberfroid et  al, 1998, 

Ziemer e Gibson, 1998) . O principal objet ivo de ut ilizar prebiót icos é favorecer o 

desenvolvimento de probiót icos do gênero Bifidobacterium  (Crit tenden e Playne, 1996) . Os 

frutooligossacarídeos (FOS)  cum prem  com  as condições dos prebiót icos (Fooks,1999) , sendo 

que recentem ente, tem -se at r ibuído à polidext rose tam bém  efeitos prebiót icos (Jie et  al.,  

2000) . 

O ext rato de soja e os isolados protéicos possuem  diversas propriedades funcionais como 

em ulsificantes, espumantes e espessantes e também  como agentes gelificantes. As frações 

protéicas da soja são caracterizadas de acordo com  as suas propriedades de sedimentação ou 

m assa m olecular. Os com ponentes de baixa massa molecular (2S)  são compostos inibidores de 

t r ipsina, citocromo e out ras globulinas. As duas frações principais possuem  pesos moleculares 

elevados, sendo que 20-35%  (m/ m )  das proteínas são referenciadas como globulina 7S ( -

conglicinina)  e 25-35%  (m / m)  como globulina 11S (glicinina) , essas últ imas são as que 

precipitam  a pH 4,5. Am bas são muito complexas, consist indo de diversas subunidades que 

facilmente se associam  e dissociam  sob diferentes condições de pH, força iônica e t ratamento 

térm ico (Braga, 2006) . 

Mondragón 2004, observou que em  produtos simbiót icos fermentados a base de ext rato 

de soja as máximas contagens de probiót icos foram  at ingidas na faixa de pH de 4,3 a 5,5, em  

todas as fermentações. Alem  disso, quando os meios at ingiram  valores de pH inferiores ou 

iguais a 5,8-6,0, ocorreu a desnaturação das proteínas solúveis da soja e observou-se uma 

m udança na consistência e na cor da bebida pela form ação de um  coágulo, estado no qual as 

proteínas são mais digeríveis e com  consistência de iogurte. Porém, observou-se que o pH das 

amost ras estocadas sob em  refr igeração por vários dias decrescia e causava sinérese, além  de 

m udanças no sabor, aparência e consistência.   

Segundo Moura e Germer (2004) , os alimentos processados sofrem  diversas reações de 

t ransformações no período de vida út il,  tais como alterações na cor, sabor, textura, qualidade 

nut ricional e funcional, mesm o tendo a deterioração m icrobiana sob cont role. Os fatores que 

influenciam  a velocidade das reações de t ransformação são vários:  tem peratura, um idade, 

at ividade de água, acidez, teor de oxigênio, estado da m at r iz sólida, presença de catalisadores 

e out ros. Além  disso, os alimentos, por advirem  de m aterial biológico, são sistem as 

ext remamente com plexos, nos quais as diversas reações de deterioração acontecem  

paralelamente, com  diferentes cinét icas, sendo difícil a previsão com  precisão da vida-de-

prateleira. 
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Segundo Teixeira-Neto & Moura (apud Moura e Germer, 2004)  durante a formulação dos 

produtos alim ent ícios, normalmente, são agregadas substâncias quím icas que visam  cont rolar 

as reações de deterioração, além  de conferir  certas característ icas funcionais a esses alimentos, 

ou mesmo melhorar o seu conteúdo nut r icional. Do ponto de vista de conservação dos 

alimentos, esses adit ivos são muito importantes e devem  ser considerados na avaliação da 

vida-de-prateleira dos produtos.   

A reologia é am plamente usada na indúst ria de alimentos como, por exemplo, na 

determ inação da funcionalidade de ingredientes, no desenvolvimento de produtos, cont role de 

qualidade, estudos de vida-de-prateleira, determ inação da textura do alimento correlacionando 

análise sensorial e m edidas reológicas, ent re out ros. Todo material apresenta uma resposta a 

um a força externa ent re duas ext rem idades do comportamento ideal:  um  sólido elást ico e um  

líquido viscoso. Um  líquido viscoso ideal obedece à lei de Newton. A m aior parte dos alimentos 

comporta-se como um  m aterial viscoelást ico, ou seja, dependendo da tensão aplicada e da 

escala de tempo, um  corpo sólido pode apresentar propriedades da fase líquida e um  material 

líquido pode most rar propriedades de um  corpo sólido (Steffe, 1996) . O com portamento 

viscoelást ico de alimentos é estudado largamente em  reôm etros que promovem  cisalhamento 

na amost ra ( força tangencial) . Além  disto, é possível a caracterização do produto a baixas ou 

altas deform ações, independentem ente do t ipo de força aplicada. A maioria das caracterizações 

reológicas é realizada em  escoam ento em  estado estacionário, já que a viscosidade é 

considerada a propriedade mais im portante do material. A viscosidade representa a m edida da 

resistência ao escoamento quando uma tensão de cisalham ento é aplicada (Braga, 2006) .   

O fenômeno chamado sinérese é causado pela liberação espontânea de água do gel 

acom panhada pela redução do seu volume e intensificado por m udanças na temperatura, valor 

de pH e fatores mecânicos. Os rearranjos na rede produzidos por forças at rat ivas ent re as 

m oléculas de proteína ou m icelas agrupadas podem  levar à formação de ligações 

interm oleculares adicionais e, conseqüentemente, à cont ração do gel com  expulsão de líquido. 

A suscet ibilidade à sinérese tende a dim inuir com  o aumento da matéria sólida do iogurte. A 

sinérese embora comum  em  produtos fermentados ainda é considerada um  defeito pelos 

consumidores (Jaros et  al. ,2002, Antunes et  al. ,  ,  2004, Haberbek et  al. ,  2007)   

O objet ivo deste t rabalho foi estudar o com portamento durante a vida-de-prateleira de 

diferentes formulações de sobrem esas simbiót icas ferm entadas, a base de ext rato de soja, 

contendo ou não preparados de fruta e sacarose. Foram  observadas as m udanças que 

aconteceram  nas propriedades m icrobiológicas e físico-quím icas após 50 dias de estocagem .  
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3 .2 . MATERI AL E MÉTODOS 

3 .2 .1 . Preparação das am ostras para estudo da vida- de- prateleira  

Foram  avaliadas amostras de bebida fermentada a part ir  de ext rato hidrossolúvel de soja 

10%  (m / v -  FB Olvebra)  formuladas com  os probiót icos L. acidophilus sp,  L. casei subsp 

paracasei sp e B. longum  sp., prebiót icos 4%  (m / v)  ( frutooligossacarídeos -Raft ilose® -  e 

polidext rose -Litesse® ) , mascarante de soja (quant idade sugerida pelo fabricante Duas Rodas)  

e ant iespumante (sílica 0,005%  m / v -  Proceedings) . Foram  elaborados 2 grupos de bebida:  um  

adoçado com  sacarose e out ro adoçado com  associação dos edulcorantes acessulfame-K e 

sucralose, sendo que para cada grupo foram  preparadas 3 bebidas:  uma sem  saborizante ( in 

natura) , uma no sabor m orango e uma no sabor pêssego, sendo estas duas últ im as elaboradas 

com  preparados contendo pedaços de fruta ( fabricados por Cargill) .  Os preparados de frutas 

são const ituídos de:  água, polpa de morango ou pêssego, fibras insolúveis ( fibra de t r igo) , 

edulcorantes art if iciais como ciclam ato de sódio e aspartame, aroma art ificial de pêssego ou 

m orango, espessante goma guar, amido modificado, corante natural urucum  ou art if icial 

vermelho ponceau e conservante sorbato de potássio.  

Foi analisada am ost ra com ercial Biosoja (Batavo)  para efeitos comparat ivos. Os produtos 

contem  proteína isolada de soja, fermento lácteo e culturas probiót icas de Lacobacillus lact is e 

Bifidobacterium  lact is,  além  de preparado de coco e pêssego const ituídos de:  fruta desidratada, 

água, açúcar, am ido, arom a idênt ico ao natural de pêssego ou coco, urucum  como corante 

natural, edulcorantes, sorbato de potássio, gelat ina como estabilizante. l  

A nom enclatura adotada para este estudo foi:   

-  Natural Light  (N-L) :  sim biót ico elaborado sem  saborizante, sem  sacarose, adoçado com  

edulcorantes hipocalóricos. 

-   Natural Sacarose (N-S) :  simbiót ico elaborado sem  saborizante e adoçado com  sacarose. 

-  Morango Light  (P-L) :  simbiót ico elaborado com  preparado de morango contendo pedaços de 

fruta, sem  sacarose, adoçado com  edulcorantes hipocalóricos. 

-  Morango Sacarose (M-S) :  simbiót ico elaborado com  preparado de morango contendo pedaços 

de fruta, adoçado com  sacarose. 

-  Pêssego Light  (P-L) :  sim biót ico elaborado com  preparado de pêssego contendo pedaços de 

fruta, sem  sacarose, adoçado com  edulcorantes hipocalóricos. 

-  Pêssego Sacarose (P-S) :  simbiót ico elaborado com  preparado de pêssego contendo pedaços 

de fruta, adoçado com  sacarose.  

As m isturas dos ingredientes em  pó, de acordo com  a formulação a ser testada, foram  

reconst ituídas com  água, adicionaram -se os preparados de fruta (quant idade sugerida pelo 

fabricante) ;  sendo posteriormente os frascos com  a base líquida pasteurizados em  autoclave a 
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116 °C por 4 m inutos e resfr iados rapidam ente. Os meios foram  inoculados assept icamente 

com  5x105-5x107 UFC/ m L de uma m istura padronizada de cultura láct ica probiót ica (L. 

acipophilus sp :  L. paracasei subsp: B. longum  sp)  e incubados a 37 °C, sem  agitação, até 

at ingir  pH 5,0-5,5 e um a consistência firme. Os produtos ferm entados foram  mant idos sob 

refr igeração a 3-8 oC. Foram  ret iradas amostras a 0, 10, 20, 30, 45 e 50 dias de vida-de-

prateleira e congeladas para posteriores análises em  t r iplicata.  

3 .2 .2 . Metodologia analít ica 

3 .2 .2 .1 . Determ inação do pH  

O pH das am ost ras foi medido em  potenciômet ro Met t ler Toledo 320 pH Meter. 

3 .2 .2 .2 . Medida de Sinérese  

Foi medido o volume de soro separado do m eio fermentado, calculando-se a 

porcentagem  correspondente ao volume total de amost ra. 

3 .2 .2 .3 . Contagem  de colônias 

Foi feito plaqueamento em  profundidade em  meio Agar MRS com  0,01%  azul de anilina, 

incubação por 72h a 37º C em  aerobiose e anaerobiose (Mondragón et  al. ,  2005) . 

3 .2 .2 .4 . Determ inação das propriedades reológicas 

As propriedades reológicas das amost ras foram  analisadas at ravés do reôm etro Carr i-

Med Rheometer CSL²  TA I nst ruments com  prato cônico 4 cm, 1,58º  com  cont role de tensão. 

fator de tensão:  0,0597, fator de deformação:  29,0 e t runcamento:  53 m icrons. Os testes 

realizados em  t r iplicata e os modelos reológicos foram  ajustados e selecionados pelo coeficiente 

de correlação (R2)  e teste de Qui²  (valor da dispersão para duas variáveis de escala nom inal) , 

com  os dados das segundas subidas. Os modelos ut ilizados estão na Tabela 1.  

Tabela 1 . Modelos reológicos ajustados a cada amost ra estudada   

Tipo de Modelo 
Replicatas 

Ajuste ao Modelo ap 
Newtoniano Ajuste linear = k. , o= 0 

 

= k 
Pseudoplást ico Ajuste lei da potência = k n,  n< 1 ap= k. (n-1)  

Plást ico de Bingham  Ajuste linear = k. o , o> 0 ap= ( to /  k 
Herschel-Bulkley Ajuste = o +  k n,  n< 1, o> 0 ap= ( to /  k. (n-1)  

k= índice de consistência, n=  índice de escoam ento ou fluência, o= Tensão inicial de deform ação. 
( * ) , ap=  viscosidade aparente (Pa.s)  calculada a 100 s-1 de esforço de deform ação, sendo este o 
valor m édio ut ilizado para m ast igação de alim entos.  

3 .3 . RESULTADOS E DI SCUSSÃO  

Para este estudo, quando o pH at ingiu valores infer iores a 5,5, o produto foi resfr iado e 

m ant ido a 3-10 oC. Fez-se então o acom panham ento das propriedades reológicas, contagem  de 

células, pH e sinérese das formulações durante 50 dias de armazenam ento. Observou-se que, 
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em  todos os casos aconteceram  mudanças no com portamento reológico, as contagens, a 

sinérese e o pH relacionadas com  o tem po de estocagem  e o pH de interrupção da ferm entação. 

Os modelos ajustados para os produtos sim biót icos Natural Light  (N-L)  e Natural-

Sacarose (N-S)  são most rados nas Tabelas 2 e 3. Observa-se que os produtos N-L (Tabela 2)  

apresentaram  característ ica de fluidos pseudoplást icos, porém  após 45 dias de estocagem  se 

comportaram  como Herschel-Bulkley. I sso aconteceu quando at ingiram  pH inferior a 4,1. Já os 

produtos elaborados com  sacarose (Tabela 3)  apresentaram  comportamento de fluidos 

Herschel-Bulkley ao longo dos 50 dias de vida-de-prateleria e t iveram  as m enores porcentagens 

de sinérese (16-33% )  em  relação aos produtos light  (28-52% ) . Quando o pH abaixa os 

parâmet ros reológicos o,  k e ap aumentam  tanto para os produtos light  quanto com  sacarose.   

Tabela 2 . Modelos reológicos ajustados (R2> 0,9999)  para simbiót ico Natural Light  (N-L)  

durante a vida-de-prateleira sob refr igeração.  

Modelo Tem po o k   n  ap* *    Sinérese 

  

( dias)  ( PA)  ( s- 1 )   ( Pa.s)  pH %  

Pseudoplást ico 0  0,121 b 0,857 a 0,063 5,62 51,7%  

Pseudoplást ico 10  0,182 b 0,795 a 0,071 4,63 47,3%  

Pseudoplást ico 20  0,154 b 0,800 a 0,061 4,35 29,8%  

Pseudoplást ico 30  0,159 b 0,811 a 0,067 4,24 28,9%  

Herschel-Bulkley 45 0,755 a 0,182 b 0,843 a 0,096 4,09 28,3%  

Herschel-Bulkley 50 1,100 a 1,313 a 0,584 a 0,205 4,07 26,6%  

* let ras iguais nas colunas indicam  que não há diferença significat iva ent re si ( p 0,05) . 
* * Calculado a 100 s-1,  taxa m édia de deform ação para m ast igação de alim entos.  

Tabela 3 . Modelos reológicos ajustados (R2> 0,9999)  para simbiót ico Natural Sacarose (N-S)  

durante a vida-de-prateleira sob refr igeração.  

Modelo Tem po o k   n  ap* *  pH Sinérese 

  

( dias)  ( Pa)   ( s- 1 )      ( Pa.s)   %   

Herschel-Bulkley 0 0,945 bcd 0,160 b 0,839 a 0,086 5,58 21,6%  

Herschel-Bulkley 10 0,440 cd 0,261 b 0,761 ab 0,091 4,47 33,1%  

Herschel-Bulkley 20 1,357 ab 0,509 ab 0,749 ab 0,174 4,18 24,3%  

Herschel-Bulkley 30 0,438 d 1,101 a 0,562 b 0,151 3,99 19,2%  

Herschel-Bulkley 45 1,404 ab 0,676 ab 0,688 ab 0,174 3,91 17,9%  

Herschel-Bulkley 50 1,562 a 0,610 ab 0,684 ab 0,158 3,89 15,9%  

* let ras iguais nas colunas indicam  que não há diferença significat iva ent re si ( p 0,05) . 
* * Calculado a 100 s-1,  taxa m édia de deform ação para m ast igação de alim entos.   

Segundo Braga (2006)  a form ação de uma rede protéica é o resultado da agregação das 

m oléculas de proteína, a part ir  da desnaturação previa destas e/ ou da acidificação do sistema, 
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como acorre durante a fermentação láct ica por culturas bacterianas. As interações complexas 

ent re proteínas e polissacarídeos são o resultado das propriedades físicas de cada biopolímero 

puro em  solução. Comumente em  produtos aliment ícios, as soluções de proteína seguem  

comportamento Newtoniano, enquanto que os polissacarídeos apresentam  com portamento 

newtoniano em  baixas concent rações e pseudoplást ico com  o aum ento desta. Pelos resultados 

encont rados neste estudo, o comportamento reológico do t ipo Herschel-Bulkley é devido às 

interações existentes ent re as proteínas da soja, os polissacarídeos (FOS e polidext rose)  e à 

presença ou não da sacarose nas am ost ras fermentadas.  

Segundo Neves (2008)  a rede form ada em  géis de proteína é resultante do equilíbrio 

ent re as interações proteína-proteína e proteína-solvente, bem  como das forças repulsivas e de 

at ração ent re cadeias próxim as. Ent re as forças at rat ivas se encont ram  fundamentalmente as 

interações hidrofóbicas (m axim izadas por tem peraturas elevadas) , forças elet rostát icas ent re 

grupos com  cargas cont rárias na m esma proteína, pontes de Ca+ +  e out ros íons divalentes, 

ligações de hidrogênio e pontes dissulfeto, todas estas interações presentes nas proteínas da 

soja (Torrezan, 2007) . O grau de dist r ibuição de todas essas forças varia em  função da 

natureza da proteína, do solvente e de várias etapas do processo de gelif icação (Clark & Lee-

Tuffuel, 1986) . A presença de out ros co-solutos, como os açúcares, tam bém  influencia as 

interações biopolim éricas, um a vez que estes tam bém  modificam  a qualidade do solvente como 

a presença de sais, devido à modificação do balanço hidrofóbico-hidrofílico na superfície da 

proteína e, conseqüentemente, da afinidade destas pelo meio (Belyakova et  al.,  2003, 

Dickinson, 2003) . 

Quanto ao pH nota-se que a queda foi mais acentuada nos produtos com  sacarose, 

iniciando em  5,58 e at ingindo 3,89, valor que pode afetar negat ivamente o sabor do produto. A 

disponibilidade do subst rato sacarose aum enta a at ividade m etabólica dos probiót icos.  

Quando os pH foram  inferiores a 4,35, próximo do ponto isoelét r ico das proteínas da 

soja -pH 4,5-  (Sgarbieri,  1996) , a porcentagem  de sinérese dim inuiu consideravelmente em  

am bos os produtos:  light  e com  sacarose. Este fenômeno poderia ser explicado pela queda do 

pH que modifica a solubilidade das proteínas da soja e a retenção de água do gel. O pH e a 

força iônica do m eio m odificam  a qualidade do solvente e, conseqüentem ente, afetam  as 

interações proteína-proteína, proteína-polissacarídeo e biopolím ero-solvente, exercendo 

influência direta sobre a est rutura da rede polimérica (Belyakova et  al. ,  2003) . Na presença de 

polissacarídeos (como os oligossacarídeos e polidext rose presentes nas sobremesas simbiót icas)  

as propriedades de desnaturação de algumas proteínas são alteradas ou a capacidade de 

formação dos géis modificada. Segundo Braga (2006) , em  solução as proteínas podem  at rair  e 

repelir  os polissacarídeos dependendo da sua origem, do pH, da força iônica, da temperatura, 
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da concent ração ou do cisalhamento a que são subm et idas. As propriedades do gel protéico, 

como textura e sinérese, podem  ser alteradas não só pela adição de polissacarídeos como por 

var iações na força iônica e pH do sistema. 

Em  sistemas contendo sacarose, a adição do açúcar promove o fortalecimento da rede 

do gel, com  uma malha mais firme e coesa e aumentando a capacidade de retenção de água 

(Neves, 2008) , o que explica o fato de as amost ras elaboradas com  sacarose apresentaram  

m enores porcentagens de sinérese em  relação às amost ras light .   

Comparando os resultados de sinérese com  os obt idos por out ros autores, há 

semelhança com  os observados por Antures et  al.(2004)  nos que o arm azenamento 

proporcionou maior estabilidade à dessoragem  de iogurtes elaborados com  leite em  pó 

desnatado, sendo que um  iogurte elaborado com  S. therm ophilus, L. delbruekii ssp bulgaricus e 

L. acidophilus e B. longum  obteve no inicio e final da estocagem  11%  e 7%  (m/ v)  de sinérese 

respect ivamente. No estudo de Saxelin et  al. (1999)  foi observada maior sinérese nos leites 

fermentados por cepas probiót icas. Já Haberbeck (2007)  encont rou que a sinérese durante 14 

dias foi de 47%  (m/ v)  para iogurte de soja probiót ico (sem  adição de sacarose) , valor bem  

próxim o aos obt idos neste estudo para os simbiót icos N-L (Tabela 2)  e P-L (Tabela 4)  ent re 0 e 

20 dias de estocagem , sendo também  as maiores porcentagens observadas.    

Nas Tabelas 4 e 5, para os simbiót icos Pêssego light  (P-L)  e Pêssego-Sacarose (P-S)  

observam-se com portam entos sim ilares a N-L e N-S em  relação ao pH. O com portam ento 

reológico foi igual para P-L e N-L, porém  para P-S é diferente, pois iniciou como fluido Herschel-

Bulkley e a part ir  do 10o

 

dia tornou-se pseudoplást ico, até que no 50o. dia voltou a ser 

Herschel-Bulkley, quando o pH at ingiu 3,9, sendo que houve também  um  increm ento do índice 

de consistência k.  

Em  relação à sinérese, as amost ras com  preparado de pêssego e de morango iniciaram  a 

vida-de-prateleira com  baixa ou nula sinérese, m as ao longo do tempo aumentou notoriamente, 

cont rario ao observado nas amost ras in natura.  No entanto, P-S foi o simbiót ico com  menor 

sinérese, que aum entou ao longo da estocagem  de 1,5%  até 13%  no 50o

 

dia, sendo os 

m enores valores de sinérese ent re os t ratam entos estudados. Acredita-se que essa 

porcentagem  tão m enor em  relação às out ras amost ras, deve-se às característ icas próprias da 

fruta e/ ou à composição do preparado de pêssego (contendo diversos ingredientes gelificantes e 

espessantes) , que alterou a retenção de um idade do meio e most rou uma melhor interação com  

o sistema proteínas da soja -  polissacarídeos. Diferente às interações das amost ras com  

preparado de morango e natural. 
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Tabela 4 . Modelos reológicos ajustados (R2> 0,9999)  para simbiót ico Pêssego Light (P-L)  

durante a vida-de-prateleira sob refr igeração.  

Modelo Tem po o K  N   ap* *  pH Sinérese 

  

( dias)  ( Pa)   ( s- 1 )      ( PA)   ( s- 1 )  

Pseudoplást ico 0 

 

0,090 b 0,892 a 0,055 5,67 25,9%  

Pseudoplást ico 10 

 

0,148 a 0,828 a 0,067 4,81 44,2%  

Pseudoplást ico 20 

 

0,108 b 0,901 a 0,069 4,64 45,8%  

Pseudoplást ico 30 

 

0,106 b 0,877 a 0,060 4,40 47,3%  

Herschel-Bulkley 45 0,3636 a 0,149 ab 0,873 a 0,087 4,21 25,6%  

Herschel-Bulkley 50 0,7260 b 0,229 a 0,759 a 0,083 4,17 24,0%  

* let ras iguais nas colunas indicam  que não há diferença significat iva ent re si ( p 0,05) . 
* * Calculado a 100 s-1,  taxa m édia de deform ação para m ast igação de alim entos.  

Tabela 5 . Modelos reológicos ajustados (R2> 0,9999)  para simbiót ico Pêssego Sacarose(P-S)  
durante a vida-de-prateleira sob refr igeração.  

Modelo Tem po o k   N   ap* *  pH Sinérese 

  

( dias)  ( Pa)   ( s- 1 )      ( Pa)   ( s- 1 )  

Herschel-Bulkley 0 0,744 a 0,510 b 0,730 a 0,154 5,10 1,5%  

Pseudoplást ico 10 

 

0,654 b 0,674 a 0,146 4,29 5,0%  

Pseudoplást ico 20 

 

0,592 b 0,682 a 0,137 4,18 9,5%  

Pseudoplást ico 30 

 

1,177 b 0,663 a 0,249 4,09 8,2%  

Pseudoplást ico 45 

 

1,096 b 0,660 a 0,229 3,96 10,9%  

Herschel-Bulkley 50 1,927 a 3,645 a 0,486 b 0,361 3,90 13,2%  

* let ras iguais nas colunas indicam  que não há diferença significat iva ent re si ( p 0,05) . 
* * Calculado a 100 s-1,  taxa m édia de deform ação para m ast igação de alim entos.  

Nas Tabelas 6 e 7 most ram-se os resultados de vida-de-prateleira para Morango Light  

(M-L)  e Morango-Sacarose (M-S)  respect ivamente. Observa-se que o pH decresceu 

rapidamente nos dois produtos até at ingir  valores próximos a 3,8. O comportamento reológico é 

anormal para M-L, já que iniciou a vida-de-prateleira com o pseudoplást ico, aos 10 e 20 dias se 

comportou como Herschel-Bulkley e a part ir  de 30 dias voltou a ser pseudoplást ico. M-L foi o 

sim biót ico com  menor sinérese, quase nula no início da estocagem  (0,4% ) , porém  aumentou 

rapidamente a part ir  do 10o.dia at ingindo 36% , ainda em  valores de pH superiores a 4,0. M-S 

tam bém  teve aumento na sinérese at ingindo um  m áximo de 26%  porem  somente no 50o dia, 

quando o pH at ingiu 3,8, cont rário ao com portamento dos out ros simbiót icos com  sacarose e 

light .  Este com portamento foi devido provavelmente ao t ipo de preparado de fruta e sua 

composição, interagindo de um  modo diferente com  as proteínas da soja e form ando um  gel 

m enos estável. 

De acordo com  os resultados obt idos parece exist ir  relação ent re o t ipo de fluido, o pH e 

a sinérese, sendo que em  fluidos Herschel-Bulkley quanto maior é o o, m enor é a sinérese e 

isto acontece principalmente em  valores de pH m ais baixos e nos produtos contendo sacarose.  
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Os parâmetros reológicos e seu comportamento em  relação ao tem po de estocagem  e ao 

pH do meio tam bém  podem  ser analisados at ravés dos gráficos do Apêndice 2.  

Tabela 6 . Modelos reológicos ajustados (R2> 0,9999)  para sim biót ico Morango Light  (M-L)  

durante a vida-de-prateleira 

Modelo Tem po o    k       n  ap* *  pH Sinérese 

  

( dias)  ( Pa)   ( s- 1 )      ( Pa.s)   ( % )  

Pseudoplást ico 0 

 

0,360 a 0,710 bc 0,095 5,43 0,4%  

Herschel-Bulkley 10 0,364 a 0,130 bcd 0,893 a 0,083 4,45 27,1%  

Herschel-Bulkley 20 0,261 a 0,181 b  0,852 a 0,094 4,15 35,6%  

Pseudoplást ico 30 

 

0,165 bc 0,837 ab 0,078 3,98 35,4%  

Pseudoplást ico 45 

 

0,323 a 0,727 bc 0,092 3,89 35,8%  

Pseudoplást ico 50 

 

0,264 abcd 0,741 b 0,080 3,83 34,3%  

* let ras iguais nas colunas indicam  que não há diferença significat iva ent re si ( p 0,05) . 
* * Calculado a 100 s-1, taxa m édia de deform ação para m ast igação de alim entos.  

Tabela 7 . Modelos reológicos ajustados (R2> 0,9999)  para simbiót ico Morango Sacarose (M-S)  
durante a vida-de-prateleira 

Modelo Tem po o k   n  ap* *  pH Sinérese 

  

( dias)  ( PA)   ( s- 1 )    ( PA.s)    ( % )  

Herschel-Bulkley 0 0,645  0,719 b 0,671 a 0,164 5,09 0,9%  

Pseudoplást ico 10   1,439 a 0,589 a 0,217 4,26 12,8%  

Pseudoplást ico 20   1,333 a 0,613 a 0,225 4,11 17,8%  

Pseudoplást ico 30   1,118 a 0,641 a 0,214 3,99 18,7%  

Pseudoplást ico 45   1,139 a 0,636 a 0,213 3,87 10,2%  

Pseudoplást ico 50   1,060 a 0,599 a 0,167 3,79 26,4%  

 

* let ras iguais nas colunas indicam  que não há diferença significat iva ent re si (p 0,05) . 
* * Calculado a 100 s-1, taxa m édia de deform ação para m ast igação de alim entos.   

Observa-se que n é maior que k nos produtos light , dem onst rando uma tendência de 

m enor viscosidade e m aior escoamento. Já para produtos com  sacarose k e n são da mesma 

ordem  de grandeza. A constante k apresenta um  aum ento brusco aos 50 dias de estocagem  

para N-L e P-S. Observa-se que na faixa de pH de 3,7 a 4,3 o índice de consistência, k, 

apresenta os maiores valores e o índice de escoamento ou fluência, n, apresenta os menores 

valores. Pode-se então esperar que os produtos ferm entados nesta faixa de pH durante a vida-

de-prateleira provavelmente serão produtos com  m elhores e m aiores consistências e 

viscosidades aparentes.  

Segundo Neves (2008)  as propriedades físicas das soluções de biopolím eros parecem  ser 

altamente dependentes da presença de um  co-soluto como a sacarose e do processamento 

térm ico, sendo relacionada, segundo Braga (2006) , à conformação m olecular apresentada em  
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solução, com o formação de duplas hélices, de ult ra-agregados e desordenam ento molecular, 

este também  pode alterar as característ icas do gel. Em  estudos verificou-se que a adição de 

sacarose em  soluções t ratadas term icam ente na presença de alguns polissacarídeos com o a 

goma xantana, afetou as propriedades reológicas de soluções anisot rópicas ou bifásicas. Foi 

observado tam bém  que o com portamento de m isturas de polissacarídeos e proteínas depende 

do t ipo de cada um , como por exemplo, a adição de gom a xantana enfraqueceu geis térm icos 

de proteína isolada de soja (SPI ) , aumentando a tensão e deformação de ruptura em  géis de 

SPI  acidificados. Também  foi observada por esta autora a formação de uma est rutura esponjosa 

com  o aumento do conteúdo de proteína, sendo observada incom pat ibilidade em  concent rações 

de SPI  maiores do que 5% . Esta incom pat ibilidade também  foi observada em  out ras soluções 

m istas de proteína e polissacarídeo, como jataí e gelana (Braga, 2006) .   

Neste estudo o co-soluto é a sacarose que se most ra como o ingrediente que m ais afeta 

posit ivamente o produto sim biót ico quanto à estabilidade durante vida-de-prateleira, 

proporcionando menores porcentagens de sinérese, m aiores viscosidades aparentes, 

comportamento Herschel-Bulkley e favorecendo a viabilidade da bifidobactéria. No entanto, 

parece que o sistem a proteínas da soja- frutooligossacarídeos/ polidext rose (proteína-

polissacarídeos)  do sim biót ico não possui a capacidade suficiente, sem  ser incompat ível, para 

formar um  gel mais firm e que proporcione característ icas reológicas ideais e retenção de 

um idade sat isfatórias.  

Teles e Flôres (2007)  encont raram  com portamento tanto de fluido Herschel-Bulkley em  

iogurtes elaborados com  leite em  pó, quanto pseudoplást icos quando adicionados com  

diferentes espessantes, onde os parâmetros reológicos oscilaram  ent re 0,12 e 2,27 Pa para o, 

0,04 e 2,57 para k e 0,19 e 0,73 s-1 para n, os iogurtes não cont inham  sacarose. Neste estudo 

o o oscilou ent re 0,44 e 1,93 Pa, k ent re 0,09 e 3,64 s-1 e n ent re 0,49 e 0,90. 

Na Figura 1 apresenta-se a viabilidade dos probiót icos durante a vida-de-prateleira 

durante o período de 50 dias de estocagem  sob refr igeração. Observou-se que as contagens 

totais são superiores a 107 UFC/ mL chegando a at ingir  1010 UFC/ mL em  todos os sim biót icos. 

Em  relação às contagem  de bifidobactérias, estas se mant iveram  ent re 106 e 109 UFC/ m L, 

sendo o produto pêssego-sacarose (P-S)  o que at ingiu as maiores contagens durante toda a 

vida-de-prateleira. Em  geral as bifidobactérias são mais viáveis nos produtos com  sacarose do 

que nos light .  Os lactobacilos comparados às bifidobactérias competem  favoravelmente pelo 

subst rato e at ingem  contagens bem  superiores.  

Os simbiót icos com  sacarose apresentaram  maior contagem  da bifidobactéria, cujo 

crescimento é fortalecido pela maior disponibilidade dessa fonte de carbono, o que tam bém  
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explica a queda do pH mais rápida em  relação aos produtos elaborados com  edulcorante. Nos 

produtos com  edulcorante, o desenvolvimento dos lactobacilos foi favorecido.   

Para efeito de com paração com  os produtos formulados foi ut ilizado um  produto 

comercial fermentado a base de soja (Biosoja-BATAVO)  nos sabores pêssego e coco (com  

pedaços de fruta)  contendo Bifidobacterium  e Lactobacillus lact is,  e os ingredientes am ido 

m odificado e gelat ina (espessantes e agentes ant i-sinérese) . No produto com ercial foi 

observada m ínima sinérese (< 0,5% )  após 20 dias de vida-de-prateleira e valor de pH de 4,3.  

Os resultados das propriedades reológicas dos produtos com  20 dias de vida-de-

prateleira são apresentados na Tabela 8. Observou-se que o produto comercial tem  

comportamento de fluido Herschel-Bulkley, sendo que o o,  k e ap apresentaram  valores bem  

m aiores e o parâmetro n valor menor que os t ratam entos realizados neste estudo, explicado 

pelo fato de os produtos com erciais possuírem  am ido modificado e gelat ina.  

Em  relação às populações de lactobacilos, o produto comercial teve contagens de 8,3 

logUFC/ mL e as amostras N-S, N-L, P-S, P-L, M-S e M-L, em  média de 9,5 logUFC/ mL. As 

contagens de bifidobactérias foram  semelhantes para todos os produtos comparados, sendo de 

aproximadamente 7,5 logUFC/ m L.  
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Figura 1 . Viabilidade de bactérias probiót icas lactobacilos e bifidobactérias (Bif)  em  UFC/ mL 

nas bebidas de soja adoçadas com  sacarose (S= sacarose)  ou com  edulcorates hipocalóricos 

(L= light )  nos sabores:  natural (N) , morango (M)  e pêssego (P)  (contendo pedaços de fruta) .  
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Tabela 8 . Modelos e parâmet ros reológicos para am ost ra comercial e para as amost ras N-S, N-

L, P-S e P-L após 20 dias de vida-de-prateleira.   

Média 

 

Am ostra 
Modelo reológico Tem po 

( dias)  o( Pa)  K N 
ap ( Pa.s)  

( 1 0 0  s- 1 ) *  

C-Pêssego* *  Herschel-Bulkley 20 3,231 2,169 0,495 0,338 

C-Coco*  Herschel-Bulkley 20 3,948 2,525 0,501 0,293 

N-S Herschel-Bulkley 20 1,506 0,265 0,833 0,137 

N-L Pseudoplást ico 20  0,154 0,800 0,061 

P-S Pseudoplást ico 20  0,592 0,682 0,137 

P-L Pseudoplást ico 20  0,110 0,901 0,069 

*  Taxa m édia de deform ação para m ast igação de alim entos. 

* * Amost ras Com erciais (Biosoja-BATAVO). N-S= Natural com  sacarose, N-L= Natural light ,  P-

S= Pêssego com  sacarose e P-L= Pêssego light .   

Na Figura 2, são most radas algumas imagens das m udanças que aconteceram  na cor e a 

sinérese nos simbiót icos submet idos a 50 dias de vida de prateleira.   

Nos produtos elaborados com  preparado de fruta sabor m orango as mudanças na cor 

foram  mais percept íveis ao longo da estocagem , porém  os produtos com  preparado de pêssego 

tam bém  sofreram  modificações na cor, pr incipalmente nos primeiros 10 dias de vida-de-

prateleira. Observa-se a separação da cor do produto em  duas fases, sendo que a parte 

superior m antém  cor rosa ent re 10 e 50 dias, enquanto na fase inferior dos frascos tonalidade 

bege clara (semelhante aos produtos in natura) . Provavelmente a causa seja a presença de 

oxigênio que reduz o desenvolvimento dos cult ivos na parte superior. Não foi feita m edida do 

pH em  cada fase, porem  acredita-se que a m assa probiót ica tenha precipitado ao longo do 

tem po de estocagem  para o fundo dos frascos aumentando a acidez na fase inferior causando 

alteração do pigmento, já que alguns corantes, com o o ponceau, são sensíveis à presença de 

agentes redutores como os ácidos orgânicos e o SO2 (BASF, 2009) .   

Segundo Prado e Godoy (2003)  a principal reação que ocorre no ext rato de urucum  

(presente nos preparados de fruta)  é a oxidação, part icularmente importante quando o 

pigm ento é adicionado em  m at riz aliment ícia. A velocidade em  que ocorre a perda de cor devido 

à oxidação depende da temperatura, da luminosidade e, pr incipalmente, da disponibilidade de 

oxigênio no meio. Segundo a Sociedade Brasileira de Corante Naturais (Ghiraldini, 2009)  o 

urucum  ent re pH 1 e 3 apresenta cor vermelho alaranjado e ent re pH 3 e 7 cor 

laranja/ tangerina. Out ra possibilidade é que os corantes contenham  frações lipossolúveis (BASF, 

2009)  sendo menos densos que out ros com ponentes do produto e com  o tem po de estocagem  
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ficarem  suspensos na fase superior. Sugere-se realizar novos estudos para ident ificar as causas 

do problema, como determ inações de pH, solubilidade dos corantes e análise quant itat iva da 

cor em  cada etapa.                 

Figura 2 . Mudanças na cor e presença de sinérese em  simbiót ico morango light  durante vida-
de-prateleira.   

3 .4 . CONCLUSÃO  

A sacarose foi o ingrediente que afetou mais posit ivam ente os produtos simbiót icos 

quanto à estabilidade durante vida-de-prateleira, proporcionando m enores porcentagens de 

sinérese, maiores viscosidades aparentes, comportamento de fluidos do t ipo Herschel-Bulkley e 

favorecendo a viabilidade da bifidobactéria. A sinérese foi m uito maior nos produtos light  em  

geral. Nas amost ras elaboradas com  preparados de fruta a sinérese foi consideravelmente 

m enor, pela presença de out ros agentes espessantes e ant isinérese. Os produtos elaborados 

com  sacarose apresentam  maior viscosidade aparente e a presença dos preparados de morango 

e pêssego também  teve influência posit iva na medida ap. Houve tendência em  todas as 

amost ras pelo aumento da ap durante vida-de-prateleira.  Os índices de escoam ento (n)  foram  

m aiores que os índices de consistência (k)  em  produtos light . Os parâmetros k e n apresentam  

grandezas sem elhantes em  produtos com  sacarose porem  m uito inferiores quando com parados 

aos produtos comerciais. Os maiores índices de consistência (k)  foram  obt idos quando o pH 

at ingiu ent re 4,3 e 3,7. A queda de pH é em inente em  todos os t ratam entos principalm ente nos 

Sinérese 
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produtos com  sacarose. Durante os primeiros 10 dias e nos últ imos 10 dias de estocagem  

ocorrem  as maiores m udanças em  todos os aspectos estudados. A bifidobactéria teve maiores 

contagens em  produtos com  sacarose, e foram  m ant idas durante a vida-de-prateleira (6-7 log 

UFC/ mL em  produtos light  e ent re 7 e 9 log UFC/ m L em  produtos com  sacarose) , no entanto, 

lactobacilos cont inuaram  aumentando (7-10 log UFC/ m L)  ao longo da estocagem . Os produtos 

elaborados com  preparados de frutas comerciais (m orango e pêssego)  apresentaram  maior 

instabilidade quanto à cor, provavelmente causado pela suscept ibilidade dos corantes e pedaços 

de fruta à oxidação. A presença de polissacarídeos como os frutooligossacarídeos e a 

polidext rose adicionados junto com  o co-soluto sacarose no sistem a proteínas de soja-água, 

fermentado por bactérias láct icas probiót icas, é com pat ível, m as não o suficiente para formar 

sistem as proteína-políssacarídeos-solvente sat isfatórios que mantenham  a estabilidade dos 

produtos durante toda a vida-de-prateleira em  relação à sinérese e característ icas reológicas. 

Porém  foi confirmado que a presença de out ros agentes ant isinérese e espessantes, como os 

encont rados nos produtos comerciais analisados, fornece melhor estabilidade. Por isso, os 

teores de polissacarídeos-proteína, a subst ituição da sacarose em  produtos light ,  a adição de 

out ros polissacarídeos como agentes de corpo e ant isinérese, a estabilidade do pH, a melhora 

das característ icas reológicas e a manutenção da viabilidade dos probiót icos, precisam  ser 

estudados e melhorados nos produtos simbiót icos a base de soja.   
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CAPÍ TULO 4 .  

4 . SELEÇÃO DE BACTÉRI AS LÁCTI CAS PROBI ÓTI CAS EM EXTRATO DE 

SOJA PARA PRODUÇÃO DE EXOPOLI SSACARÍ DEO -  ESTUDOS 

CI NÉTI COS.   

Parte dos resultados deste capítulo foram  publicados com o:   

1)  Lactobacillus rhamnosus exopolysaccharides (EPS)  product ion and growth in soybeans water 

ext ract  synbiot ic beverage. Authors:  Olga Mondragón-Bernal, Juliana Horita, Fat ima Costa, 

Francisco Maugeri. 13th European Congress on Biotechnology, in Barcelona, Spain, the 16-19 

September 2007. Abst racts /  Journal of Biotechnology ,  v.131S, S133 S187, 2007.  

2)  Estabilidade de bebida fermentada de soja na presença de exopolissacarídeo produzido por L. 

Rham nosus durante vida-de-Prateleira. Autores:  Horita, Juliana;  Mondragón-Bernal, Olga;  

Costa, Fát im a;  Maugeri, Francisco. Publicado com o t rabalho completo nos anais do XVI  

Sim pósio Nacional de Bioprocessos  SI NAFERM  Curit iba  2007.         

O Homem é do tamanho do seu sonho  (Fernando Pessoa) 
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4 . SELEÇÃO DE BACTÉRI AS LÁCTI CAS PROBI ÓTI CAS EM EXTRATO DE SOJA 

PARA PRODUÇÃO DE EXOPOLI SSACARÍ DEO -  ESTUDOS CI NÉTI COS.    

RESUMO 

Produtos láct icos ou a base de soja, ferm entados com  bactérias láct icas, apresentam  

problemas de estabilidade durante a vida de prateleira, causados pela at ividade dos 

m icrorganism os vivos ali presentes. Os exopolissacarídeos produzidos por algumas bactérias 

láct icas têm  sido recentemente estudados com o uma solução alternat iva a problemas como a 

sinérese e para m elhorar propriedades sensoriais como textura, viscosidade e consistência. 

Após t r iagem , em  meio MRS e ext rato de soja, de bactérias láct icas produtoras de 

exopolissacarídeos, o Lactobacillus rhamnosus LR32foi escolhido e seu crescimento estudado 

em  cultura pura e m ista. Durante 25 dias de vida de prateleira foram  realizadas análises de 

viabilidade das bactérias, sinérese, pH, consumo de açúcares, viscosidade e teor de 

exopolissacarídeos em  bebidas ferm entadas de soja. Não foi observada relação direta ent re o 

teor de EPS, a redução da sinérese e/ ou aumento da viscosidade dos ferm entado por L. 

rhamnosus LR32. No entanto, a presença desse lactobacilo junto à sacarose no sim biót ico, não 

só melhora as característ icas funcionais do produto pela presença de uma nova linhagem  

probiót ica, mas também  favorece a estabilidade do produto em  relação à sinérese e 

comportamento reológico especialmente, porém , os produtos possuem  consistência e 

viscosidade infer iores.  

4 .1 . I NTRODUÇÃO 

Tem -se dem onst rado que probiót icos, prebiót icos (como os oligossacarídeos)  e 

sim biót icos modificam  a com posição da m icrobiota intest inal, restaurando o balanço m icrobiano 

e, conseqüentemente, o potencial benéfico à saúde, sendo considerados alimentos funcionais. 

As substâncias prebiót icas são ingredientes alim ent ícios não digeríveis, fermentados por grupos 

selecionados de bactérias benéficas;  sua influência posit iva na m icrobiota intest inal tem  sido 

testada em  vários estudos, em  que o uso de espécies probiót icas, junto com  substâncias 

prebiót icas, fornece um  efeito combinado, cham ado "simbiót ico" (Roberfroid et  al. ,1998) .  

Um  grande número de novas espécies de lactobacilos e bifidobactérias têm  sido isolados 

de am ost ras fecais de grupos etários, ident if icadas genet icam ente, visando à aplicação com o 

probiót icos. Desde a década de 1980 tem-se observado, em  m uitos países, um  incremento de 

m arcas com  produtos ( ferm entados ou não)  que contêm  bifidobactérias originárias de humanos, 

usando um  único gênero ou uma combinação com  out ras bactérias láct icas, como Lactobacillus 
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spp,  e culturas de iogurte em  form a de m isturas de cult ivos starter  na preparação de produtos 

funcionais (Tamime et  al. ,  1995) . 

As culturas starter  ferm entam  açúcares para produzir ácido láct ico, que serve para 

acidificar o produto, preservá- lo, e conferir- lhe sabor. Tam bém  hidrolisam  proteínas, alterando 

a textura do produto (Bat t , 1999)  e algumas possuem  a capacidade de produzir 

exopolissacarídeos (EPS)  quando fermentadas em  meios apropriados (Tuinier et  al. ,  2000, 

Gorret  et  al. ,  2003;  Cham pagne et  al. ,  2006;  Grat tepanche et  al. ,  2007) .   

Diversos autores reportam  que espécies produtoras de EPS são ut ilizadas na produção 

de leites ferm entados para m elhorar suas propriedades reológicas (de Vuyst  et  al. ,  1999;  Ruas-

Madiedo et  al. ,  2002;  Shihata & Shah, 2002;  Champagne et  al.,  2006;  Grat tepanche et  al. ,  

2007) . De fato, em  vez de usar adit ivos como melhoradores da textura, estabilizantes, 

em ulsificantes, gelificantes ou agentes ant i-sinérese em  alimentos fermentados, pode ser 

conveniente usar bactérias láct icas produtoras de EPS como culturas starter  (Sm it inont  et  al. ,  

1999) . No concernente à segurança alimentar, pode ser interessante elim inar o uso desses 

adit ivos e subst ituí- los por EPSs produzidos por BAL nas culturas starter ,  e, dado que os EPSs 

são produzidos in situ durante o processam ento do produto, estes não são considerados como 

ingredientes (Turnier et  al.,  2000, Tieking et  al. ,  2003) . 

Tem  sido at r ibuído a algumas bactérias láct icas produtoras de EPS efeito benéfico à 

saúde (Chabot  et  al. ,  2002) . Os lactobacilos são comumente em pregados como starters na 

fabricação de produtos lácteos, ent re estes Lactobacillus rham nosus ssp é uma espécie 

reconhecidam ente produtora de EPS com  potencial probiót ico (Dupont  et  al. ,  2000, Macedo et  

al. ,  2002, Champagne et  al. ,  2006) . Out ras espécies com  potencial de produção de EPS são 

Lactococcus lact is spp (Turnier et  al. ,  2000, Cham pagne et  al. ,  2006, Grat tepanche et  al. ,  

2007) ;  Leuconostoc spp. ,  Leuconostoc fructosum ,  Leuconostoc mesenteroides spp (Santos et  

al. ,  2000, Hernalsteens, 2002, Cham pagne, et  al. ,  2006) ;  Pediococcus acidilact ici var (Sm it inont  

et  al. ,  1999) ;  e Proponibacterium  como Propionibacterium  freudenreichii spp (Jan et  al. ,  2000, 

Gorret  et  al. ,  2003, Tharmaraj  e Shah, 2004, Leverr ier et  al. ,  2005) , tendo este últ imo um  

crescente interesse pelos seus efeitos est im ulantes sobre probiót icos e por ser também  

produtores de vitam ina B12 (Tharmaraj  e Shah, 2004) . 

Segundo Grat tepanche e colaboradores (2007) , a produção de EPS por culturas em  

m isturas de lactobacilos foi 3 vezes menor que em  cultura pura de L. rhamnosus RW-9595M. Os 

EPS interagem  com  as m icelas de caseína, melhorando a textura de iogurte, incrementando a 

viscosidade e dim inuindo a suscet ibilidade à sinérese (Hess et  al. ,  1997;  Grat tepanche et  al. ,  

2007) .  



Cap.4 

____________________________________________________________________________  

101

 

Durante a fermentação de meios complexos, como o ext rato de soja e leite, por 

bactérias láct icas, o ácido láct ico produzido causa agregação das part ículas de proteínas 

(globulinas)  levando à formação de um  gel frágil.  O gel no qual as células bacterianas, lactose e 

out ros componentes menores ficam  ret idos, é uma est rutura de rede altamente com plexa de 

proteínas e EPS (Goh et  al. ,  2005) . A separação cuidadosa do EPS dos com ponentes não-EPS, 

part icularmente, proteínas, lactose e células se faz necessária (Cerning, 1990) , já que a 

inclusão de cada um  desses componentes pode influenciar os resultados dos métodos quím icos 

em pregados para a total determ inação de carboidratos (Goh et  al. ,  2005) .  

Bebidas fermentadas de soja contendo probiót icos e prebiót icos (alim ento simbiót ico)  

apresentam, após a ferm entação pelas bactérias láct icas, queda do pH que lhes confere 

característ icas sensoriais com o viscosidade e acidez. É necessário que os produtos ferm entados 

conservem  suas característ icas sensoriais durante a vida de prateleira, m as tem -se observado 

que o pH cont inua decrescendo, com  conseqüente sinérese (Mondragón-Bernal, 2004) . 

Pelas razões anteriormente expostas, este t rabalho teve por objet ivo estudar alguns 

m icrorganism os produtores de EPS e selecionar m icrorganismos com  m elhores característ icas 

de crescimento no m eio ext rato de soja enr iquecido com  agentes prebiót icos e adoçado ou não 

com  sacarose para produção de EPS, visando obter produtos simbiót icos m ais estáveis durante 

a estocagem  sem  requerer do uso de adit ivos quím icos para esse fim .  

4 .2 . MATERI AL E MÉTODOS   

4 .2 .1 . Culturas Láct icas e Probiót icas  

Foram  estudadas as linhagens de bactérias láct icas:  

 

Lactococcus lact is subsp. lact is NRRL B-1821  USDA Agricultural Research Service-USA 

 

Lactococcus lact is subsp. crem oris NRRL B-634-  USDA Agricultural Research Service-USA 

 

Lactococcus lact is subsp. lact is biovar. diacetylact is MD88  Danisco -  Brasil 

 

Pediococcus acidilact ici NRRL B-1117.-  USDA Agricultural Research Service-USA  

 

Pediococcus acidilact ici FLAV43  Danisco -  Brasil 

 

Propionibacterium  freudenreichii subsp. shermanii NRRL B-4327 USDA Agricultural 

Research Service-USA 

 

Leuconostoc lact is NRRL B-3468 -  USDA Agricultural Research Service-USA 

 

Leuconostoc fructosum  NRRL B-2041 -  USDA Agricultural Research Service-USA 

 

Leuconostoc m esenteroides subsp. cremoris NRRL B-3252 -  USDA Agricultural Research 

Service-USA 

 

Lactobacillus rhamnosus LR32  Danisco-Brasil 
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Lactobacillus acidophilus LA 5  Chr. Hansen -  Brasil 

 
Bifidobacterium  lact is Bb12  Chr Hansen -  Brasil 

E as linhagens probiót icas padrão (Mondragón-Bernal, 2004) :  

 
Lactobacillus acidophilus LAC 4  Danisco -  Brasil 

 

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei LBC 81  Danisco-  Brasil 

 

Bifidobacterium  longum  BL04-300B  Danisco -  Brasil  

4 .2 .2 . Meio de cultura 

Agar MRS +  0,01%  azul de anilina elaborado segundo (Mondragón-Bernal, 2004 e 2005, De 

Man et  al.,1960)  e m odificado com  adição de sacarose 120 g/ L e 60g/ L de ext rato 

hidrossolúvel de soja.  

4 .2 .3 . Propagação, preparação do inóculo e determ inação da concentração de células  

Foram  realizadas segundo metodologia adaptada e m eios sugeridos da ATCC (2006) , 

como representado na Figura 1 e Tabela 1.  

                   

Figura 1 .  Esquema da propagação e contagem  de células dos m icrorganismos puros. 

90 m L de m eio
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A linhagem  liofilizada foi suspensa em  10 m L do m eio de propagação, após um  intervalo 

de tempo ( t1) , foi adicionada a m ais 90 m L de m eio e incubado por um  intervalo de tempo 

( t2) , 10 m L deste cult ivo foram  repicados em  5 frascos contendo 90 m L de meio de 

propagação e incubados por intervalo de tempo ( t3)  até observação de turbidez no meio. No 

t3 a fermentação foi paralisada e foi realizada contagem  de células. Estes propagados foram  

ut ilizados posteriormente como inoculo para fermentação em  ext rato de soja. A turbidez foi 

determ inada por comparação visual com  o meio de propagação sem  fermentar e com  o meio 

fermentado pela linhagem  Lactobacillus paracasei subsp. paracasei LBC81, pela sua conhecida 

capacidade de crescim ento nesse m eio (Mondragón-Bernal, 2004) .  

Tabela 1 . Condições e tempo total de propagação individual das linhagens de bactérias láct icas 

Linhagem  Meio 
Tem peratura

( º C)  
Condições de oxigênio

0 ,3 %  ác 

ascórbico*  

( 1 7 ,5 % )   

t1 ( h)

 

t2 ( h)

 

t3 ( h)

NRRL B-1821 MRS +  L-cisteína 37 Aerobiose Não 20 72 48 

NRRL B-634 MRS +  L-cisteína 37 Aerobiose Não 72 72 72 

MD88 MRS +  L-cisteína 30 Aerobiose Não 20 72 48 

NRRL B-1117 MRS +  L-cisteína 37 Anaerobiose Facultat iva Sim  20 24 24 

FLAV43 MRS +  L-cisteína 37 Anaerobiose Facultat iva Sim  20 24 24 

NRRL B-4327 CMM 30 Anaerobiose Sim  120 168 72 

NRRL B-3468 MRS +  L-cisteína 30 Aerobiose Não 24 48 48 

NRRL B-2041 MRS +  L-cisteína 30 Aerobiose Não 24 48 72 

NRRL B-3252 MRS +  L-cisteína 30 Aerobiose Não 24 48 96 

LR32 MRS +  L-cisteína 37 Micro aerobiose Sim  24 36 24 

LAC4 MRS +  L-cisteína 37 Micro aerobiose Sim  48 48 48 

LBC81 MRS +  L-cisteína 37 Micro aerobiose Sim  48 48 48 

LA5 MRS +  L-cisteína 37 Micro aerobiose Sim  48 48 48 

BL04 MRS +  L-cisteína 37 Anaerobiose Sim  48 48 48 

Bb12 CMM 37 Anaerobiose Sim  72 72 72 

* Adicionado para dim inuir o potencial de oxi- redução do m eio, favorecendo o crescim ento dos 

m icrorganism os anaeróbios, anaeróbios facultat ivos e m icro-aeróbios.   

4 .2 .4 . Triagem  para bactérias produtoras de hidrocolóides 

 

A t r iagem  foi realizada seguindo a metodologia de Peixoto (2006) , modificando os 

m eios para plaqueamento. As linhagens foram  cult ivadas em  meio MRS, subst ituindo-se a 

glicose por 120 g/ L de sacarose e adicionando-se 0,01%  de azul de anilina e 6%  de ext rato 

hidrossolúvel de soja (esterilizados separadamente) . Foi feito esgotamento em  placa, e 
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observação da presença colônias gomosas característ icas sem elhantes às de Xantomonas 

campest r is,  indicadoras de produção de EPS.  

4 .2 .5 . Crescim ento da linhagem  L. rham nosus LR3 2   e ou m istura de probiót icos 

padrão em  extrato hidrossolúvel de soja  

Ao ext rato hidrossolúvel de soja (EHsoja-  PROVESOL FV Olvebra)  10%  (m/ v) , adicionou-

se sílica como ant iespum ante (5 ppm -Proceedings) , FOS (2% (Raft ilose-95® -Oraft i)  e 

polidext rose (2% -  Lit tese ® -Danisco) , com  e sem  sacarose (12% ), foi reconst ituído com  água, 

pasteurizado a 116 oC por 4 m in, resfr iado, inoculado com  Lactobacillus rhamnosus LR32 e/ ou 

m istura padrão de L. paracasei subsp.  paracasei LBC81, L. acidophilus LAC 4, B. longum  BL04, 

incubado, sem  agitação, por 16 h a 37 º C, em  t r iplicata, ret irando-se amost ras a cada 4 h. As 

amost ras foram  congeladas para posteriores análises. 
Para a realização de análises de vida de prateleira, o EHsoja foi incubado (em  t riplicata)  

a 37 º C até at ingir  pH 5,0-5,5 (aproximadamente 16 h) , coletando-se ao térm ino da 

fermentação uma am ost ra (0 dia) . Out ras amost ras foram  armazenadas em  geladeira e 

ret iradas após 10 e 25 dias. Todas as am ost ras coletadas foram  congeladas para posterior 

análise.  

As fermentações em  EHsoja foram  assim  denom inadas neste t rabalho:  L. rhamnosus 

sem  sacarose (LR light ) , L. rhamnosus +  12%  sacarose (LR+ 12% sac) , L. rhamnosus +  Mistura 

probiót icos +  12%  sacarose (LR+ Mix+ 12% ) , Mistura de probiót icos +  12%  sacarose 

(Mix+ 12% sac) , Mistura dos probiót icos L. paracasei subsp.  paracasei,  L. acidophilus,  B. longum  

(Mix) . 

4 .2 .6 . Metodologia analít ica  

As amost ras foram  analisadas seguindo o esquema da Figura 2.  

4 .2 .6 .1 . Determ inação do pH  

O pH das am ost ras foi medido em  potenciômet ro Met t ler Toledo 320 pH Meter. 

4 .2 .6 .2 . Medida de Sinérese  

Foi medido o volume de soro separado do m eio fermentado, calculando-se a 

porcentagem  correspondente ao volume total de amost ra. 

4 .2 .6 .3 . Contagem  de colônias 

Foi feito plaqueamento em  profundidade em  m eio ágar MRS com  0,01%  azul de anilina, 

incubação por 72h a 37º C em  aerobiose e anaerobiose gerada por meio de câmera e geradores 

de anaerobiose Anaerobac-Probac. Quando presentes as 3 linhagens de lactobacilos não foi 

realizada contagem  individual, porem  foi realizado reconhecim ento da presença de L. 

rhamnosus (Figura 3)  e out ros lactobacilos por colônias característ icas segundo Mondragón-

Bernal (2005) . 
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4 .2 .6 .4 . Determ inação das propriedades reológicas 

As propriedades reológicas das am ost ras foram  analisadas at ravés do reômetro Carr i-

Med Rheometer CSL²  TA I nst ruments com  prato cônico 4 cm, 1,58º  com  cont role de tensão, 

fator de tensão:  0,0597, fator de deformação:  29,0, t runcamento:  53 m icron. Foram  realizadas 

em  t r iplicata e os modelos reológicos foram  ajustados e selecionados pelo coeficiente de 

correlação e teste de Qui²  (valor da dispersão para duas variáveis de escala nominal) , com  os 

dados das segundas subidas. Os modelos ut ilizados estão na Tabela 2.                

Figura 2 :  Esquema das análises realizadas  

Tabela 2 . Modelos reológicos ajustados a cada amost ra estudada   

Tipo de Modelo 

Replicatas 

Ajuste ao Modelo ap 

Newtoniano Ajuste linear = k. , o= 0 

 

= k 

Pseudoplást ico Ajuste lei da potência = k n,  n< 1 ap= k. (n-1)  

Plást ico de Bingham  Ajuste linear = k. o , o> 0 ap= ( to /  k 

Herschel-Bulkley Ajuste = o +  k n,  n< 1, o> 0 ap= ( to /  k. (n-1)  

k= índice de consistência, n=  índice de escoam ento ou fluência, o= Tensão inicial de deform ação. ( * ) , 
ap=  viscosidade aparente (Pa.s)  calculada a 100 s-1 de esforço de deform ação, sendo este o valor m édio 

ut ilizado para m ast igação de alim entos.  

Sinérese
Contagem  em  Placa
pH
Reologia

Amost ra

AR, ART por DNS (Miller , 1959)  
Ext ração EPS e quant ificação 
Dist r ibução de massa m olecular

 

Sinérese
Contagem  em  Placa
pH
Reologia

Amostra ferm entada

Separação de células 
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4 .2 .6 .5 . Separação de células 

Para cada mL de amost ra, foi adicionado 0,01 m L de ácido cít r ico 1M, cent r ifugada a 

9640 g durante 10 m in/ 5 ° C para remoção de células e proteínas. O sobrenadante foi div idido 

para análise de açúcares e EPS 

4 .2 .6 .6 . Determ inação de Açúcares Redutores ( AR) , Açúcares Redutores Totais ( ART) , 

Açúcares Não Redutores ( ANR)  

Após a diluição adequada do sobrenadante, foi feita a determ inação de AR, ART pelo 

m étodo do ácido 3,5-dinit rossalícílico (DNS)  (Miller, 1959) . A absorbância das amost ras foi 

m edida em  espect rofotômet ro Beckm an Coulter DU640 a 540 nm. Os ANR foram  calculados 

pela diferencia ent re os resultados de ART e AR.  

4 .2 .6 .7 . Determ inação de Exopolissacarídeos ( EPS)  

Ext ração do EPS Bruto. 

  

O sobrenadante obt ido anteriormente foi aquecido a 100 ° C por 10 m in para inat ivação 

das enzimas presentes e foi cent rifugado 907 g por 10 m in. Os EPSs foram  precipitados do 

sobrenadante adicionando-se 5 volum es de etanol absoluto resfr iado, e mant ido durante 12 h a 

4° C. Cent r ifugou-se a 907 g por 20 m in e o precipitado foi re-dissolvido em  água dest ilada. 

Adicionaram-se mais 2 volumes de álcool resfr iado e deixou-se por mais um a noite a 4° C. 

Cent r ifugou-se a 907 g por 20 m in, ret irando-se o sobrenadante. Em  seguida, evaporou-se o 

álcool residual à vácuo durante 2 horas a 60 ° C e o EPS bruto foi re-dissolvido em  água para 

posteriores análises (Metodologia adaptada de Savadogo et  al.,  2004;  Goh et  al.  2005, Ruas-

Madiedo et  al.,  2006;  Grat tepanche et  al.,  2007) .. 

Quant ificação de EPS pelo método de Ant rona.  

  

Em  tubo de ensaio, adicionaram-se 4 mL do reat ivo de Ant rona (0,2 g/ 100 mL de H2SO4)  

e 1 mL de am ost ra previamente diluída (0,01-0,1 g/ L) . I ncubaram-se os tubos em  banho-maria 

em  ebulição durante 10 m inutos e resfriaram-se em  banho com  gelo. As absorbâncias foram  

m edidas em  espect rofotômet ro Beckman Coulter DU640 a 600nm  (Silva, 2003) . A curva padrão 

foi feita ut ilizando-se dext rana de massa m olecular 9300 Da.   

Foram  preparados brancos de EPS de todos os componentes presentes no meio e a 

somatória dos não-EPS, foi subt raída no resultado final (Goh et  al. ,  2005) . 

4 .2 .6 .8 . I dent ificação de açúcares e polissacarídeos em  HPLC 

Os polissacarídeos e açucares foram  ident ificados qualitat ivamente por tamanho 

m olecular em  HPLC modelo Varian 9010, at ravés das colunas de permeação em  gel em  série 

GPC6000, GPC4000 e GPC3000, usando água como eluente, fluxo de 1,0 mL/ m in e detector por 

índice de refração. Os padrões injetados foram :  dext ranas de 165KDa, 79KDa e 43KDa 

(American Polymer Standards Corporat ion) , polidext rose (Litesse I I ® -Danisco) , 
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frutooligossacarídeos (Raft ilose95® -Oraft i) ,  estaquiose ( I CN Biomedicals I nc.) , rafinose 

(Aldrich) , sacarose (Merck) , glicose (Merck) , frutose (Merck)  e galactose (Aldrich) .  

4 .3 . RESULTADOS E DI SCUSSÃO 

 

As linhagens Leuconostoc lact is NRRL B-3468, Leuconostoc fructosum  NRRL B-2041 e 

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris NRRL B-3252 que são considerados produtores de 

EPS segundo diversos autores (Sutherland, 1998, Santos et  al.,  2000, Hernalsteens, 2002, 

Cham pagne et  al. ,  2006) , não foram  selecionados para contagem  nem  t r iagem, pois não 

at ingiram  at ividade de dext rana-sacarase necessária para a sua aplicação. Estas linhagens 

apresentam  out ras desvantagens pois precisam  de um  processo complexo de propagação, cujas 

tem peraturas de incubação e condições de oxigênio são diferentes às da m istura de probiót icos 

e do processo de elaboração do alim ento sim biót ico a base de soja (Mondragón-Bernal, 2004) .   

Na Tabela 1 estão apresentadas as condições de propagação das linhagens e os tem pos 

necessários até o meio de cultura at ingir  turbidez em  relação ao meio sem  fermentar, para sua 

possível aplicação como inóculo nos meios selet ivos.  

 

A m aioria das linhagens de bactérias láct icas (BAL)  estudadas apresentou crescim ento 

m uito fraco no m eio MRS enriquecido com  ext rato de soja 6% , adicionado de 12%  de sacarose 

e incubado sem  agitação a 37oC, condições requeridas para elaboração do alimento simbiót ico a 

base de soja. A Tabela 3 ilust ra o crescimento das bactérias láct icas em  m eio MRS modificado 

em  aerobiose e anaerobiose, a turbidez e a viscosidade. Somente Pediococcus acidilact ici 

FLAV43, L. rhamnosus LR32 e B. lact is Bb12 apresentaram  altas contagens nas condições de 

seleção, superiores a 8 log UFC/ mL. Destas t rês linhagens, L. rham nosus LR32 foi a única que 

visivelmente most rou alta turbidez e viscosidade final no meio de fermentação. 

 

Dent re estas t rês linhagens, foi selecionada a linhagem  Lactobacillus rham nosus LR32 

(Figura 3) , já que apresentou colônias com  m elhores característ icas gomosas e meio de 

fermentação turvo e viscoso, indicando m aior capacidade de produção de EPS, além  do seu 

potencial probiót ico (Dupont  et  al. ,  2000, Macedo et  al. ,  2002, Champagne et  al. ,  2006) . Apesar 

de Pediococcus acidilact ici FLAV43 apresentar altas contagens no m eio, não foram  observada 

m udanças na viscosidade do m eio e as colônias não apresentaram  característ ica gomosa, o que 

indicou a prior i sua baixa capacidade de produzir EPS nas condições de estudo desejadas. No 

entanto, tanto esta linhagem  quanto as que não se desenvolveram  de forma adequada 

m erecem  ser pesquisadas m ais profundamente em  estudos futuros de cinét ica de produção de 

EPS no ext rato de soja, cujas qualidades fermentat ivas têm  sido estudadas por out ros autores 

(Smit inont  et  al. ,  1999) . 
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Tabela 3 . Crescimento celular das bactérias láct icas durante fermentação em  m eio MRS 

m odificado em  condições de aerobiose, anaerobiose, turbidez e viscosidade  

Log UFC/ m L Turbidez e 

 

Linhagem  BAL 
Aerobiose Anaerobiose viscosidade 

 

Pediococcus acidilact ici FLAV43 9,8± 0,1 9,7± 0,1 + +  
Pediococcus acidilact ici NRRL B-1117 3,7± 0,8 3,8± 1,0 +  
Lactococcus lact is subsp. lact is biovar. diacetylact is MD88 s.c. 1,8± 0,4 -  
Lactococcus lact is subsp. cremoris NRRL B-634 3,1± 0,1 3,8± 0,4 +  
Lactococcus lact is subsp. lact is NRRL B-1821 3,7± 0,4 4,1± 1,1 +  
Proprionibacterium  freundereechii  

subsp sherm anii NRRL B-4327 s.c. 1,1± 0,6 -  
Lactobacillus acidophilus LAC4+  9,0± 0,0 s.c. + + +  
Lactobacillus paracasei subsp paracasei LBC81* +  7,0± 0,0 s.c. + + +  
Lactobacillus acidophilus LA 5 s.c. s.c. -  
Lactobacillus rham nosus LR32 8,0± 0,3 8,3± 0,5 + + + +  
Bifidobacterium  longum  BL04+  s.c 7,9± 0,4 + +  
Bifidobacterium  lact is Bb12 s.c 7,8± 0,0 +      

-  Meio sem  ou mínima turbidez;  +  Meio levem ente turvo;  + +  Meio turvo;  + + +  Meio com  alta 
turbidez + + + +  Meio com  alta turbidez e viscoso. *  Cont role. +  Linhagens presentes no m ix de 
probiót icos padrão. S.C.= sem  contagem  (< 1 log UFC.m L-1)  

            

Figura 3 . Colônias de Lactobacillus rhamnosus LR32 em  meio MRS, subst ituindo-se glicose por 
120 g/ L de sacarose e adicionado de 0,01%  de azul de anilina e 6%  de EHsoja. 

 

4 .3 .1 . Resultados dos estudos cinét icos 

A Tabela 4 apresenta os valores médios das cinét icas das contagens e pH durante 16 

horas de fermentação de L. rhamnosus LR32 em  ext rato de soja e a Tabela 5 das fermentações 

de L. rhamnosus LR32 e/ ou m ix de probiót icos. Como se pode observar, o crescimento de L. 

rhamnosus como inóculo puro em  ext rato hidrossolúvel de soja é fraco, at ingindo máximo de 
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7,65 log UFC/ mL em  16 horas de fermentação, sendo as contagens menores em  1,44 log na 

presença de 12%  sacarose. I sso indica que o crescimento de L. rham nosus apresenta provável 

inibição pela sacarose na concent ração estudada. Foi também  observada m enor variação de pH 

ao longo da fermentação, sendo que a diferencia de contagens de L. rhamnosus prat icamente 

não afetou o pH. Nas culturas puras ocorreu m enor queda, pois a diferencia ent re pH inicial e 

final foi de 1,3, em  relação a 1,8 na fermentação com  L. rham nosus com  m ix e 1,5 só com  m ix 

de probiót icos (Figura 4a) . Já no L. rhamnosus com  o m ix de probiót icos, observou-se um  

aumento considerável na contagem  total e individual de colônias. I sso m ost ra que ocorre 

sim biose ent re as linhagens, pois as contagens alcançaram  m ais que 9 log UFC/ m L em  16 

horas, sendo que a presença das out ras linhagens ajudou no desenvolvimento de L. rhamnosus 

no meio, com o pode ser observado na Tabela 5, onde a diferencia ent re as contagens inicial e 

final dos lactobacilos no fermentado com  L. rham nosus e m ix de probiót icos é de 2,72 log 

UFC/ mL enquanto que para o ferm entado só com  o m ix é de 1,87 log UFC/ mL, portanto a 

diferença ent re as ferm entações é de 0,85 log UFC/ mL, onde a presença das colônias 

característ icas de L. rhamnosus nas placas foi observada.   

Tabela 4 . Cinét icas de crescim ento celular de L. rham nosus e variação de pH  durante 

fermentação de EHsoja com  e sem  adição de sacarose. 

Tem po   
( horas)  

L.rham nosus 
Aerobiose 

log UFC/ m L 

L.rham nosus 
Anaerobiose log 

UFC/ m L 

MédiaTotal      
log UFC/ m L 

pH 

L. rhamnosus LR32 light  

0 4,04 ±  0,66 3,98 ±  0,68 4,01 ±  0,63 6,8  

4 5,09 ±  0,39 5,09 ±  0,23 5,09 ±  0,30 6,8  

8 5,45 ±  0,29 5,40 ±  0,29 5,43 ±  0,27 6,8  

12 5,73 ±  0,46 5,82 ±  0,66 5,78 ±  0,54 6,0  

16 7,65 ±  0,30 7,14 ±  0,53 7,39 ±  0,49 5,5  

L. rhamnosus LR32 +  12%  Sacarose 

0 3,85 ±  0,31 3,91 ±  0,12 3,87 ±  0,23 6,8  

4 4,39 ±  0,13 4,42 ±  0,24 4,40 ±  0,18 6,7  

8 5,10 ±  0,21 5,11 ±  0,24 5,10 ±  0,21 6,7  

12 5,68 ±  0,27 5,71 ±  0,51 5,70 ±  0,38 5,7  

16 5,46 ±  0,28 6,03 ±  0,87 5,81 ±  0,74 5,5  
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Tabela 5 . Cinét ica das contagens e pH de ferm entados de EHsoja com  m istura de probiót icos 

adicionados ou não de L. rhamnosus com  adição de sacarose. 

Tem po  (horas)  
Contagem  total 

Lactobacillus log 
UFC/ m L 

Contagem  total 
Bifidobacterium  log 

UFC/ m L 

MédiaTotal       
log UFC/ m L 

pH 

L. rhamnosus LR32 +  Mix probiót icos +  12 %  Sacarose 

0 6,55 ±  0,06 6,45 ±  0,50 6,92 ±  0,26 6,8  

4 6,61 ±  0,13 6,43 ±  0,47 6,84 ±  0,25 6,7  

8 6,84 ±  0,59 6,95 ±  0,23 7,19 ±  0,32 6,6  

12 7,68 ±  0,50 7,83 ±  0,02 8,14 ±  0,31 5,7  

16 9,27 ±  0,16 8,31 ±  0,18 9,30 ±  0,09 5,0  

Mix de probiót icos +  12%  Sacarose 

0 5,74 ±  0,19 5,77 ±  0,11 5,99 ±  0,16 6,9  

4 5,80 ±  0,07 5,59 ±  0,27 6,02 ±  0,13 6,9  

8 5,40 ±  0,24 6,11 ±  0,23 5,94 ±  0,52 6,9  

12 6,41 ±  0,57 6,98 ±  0,50 7,00 ±  0,35 6,2  

16 7,61 ±  0,32 7,70 ±  0,28 7,79 ±  0,22 5,4  

              

( a)         ( b)  

Figura 4 . Cinét ica da fermentação em  EHsoja (a)  Contagem  ( logUFC/ m L)  pH e (b)  Contagem  
EPS (g/ L)  de LR light  (L. rham nosus sem  sacarose) , LR+ 12% sac (L. rhamnosus +  12%  

sacarose) , LR+ Mix+ 12%  (L. rhamnosus +  Mistura de probiót icos +  12%  sacarose) , 
Mix+ 12% sac (Mistura de probiót icos +  12%  sacarose)   

A Tabela 6 apresenta as cinét icas de AR, ART, ANR e EPS dos ferm entados de soja, 

Pode-se observar que na faixa de tem po estudada, ocorre pouca produção de EPS tanto na 

presença quanto na ausência de sacarose. As mudanças no teor de AR, ART e EPS são pouco 
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notadas, especialmente para L. rham nosus em  cultura pura, necessitando-se maior tempo de 

fermentação para analisar seu comportamento durante a ferm entação em  EHsoja.  

Tabela 6 . Teor de açúcares AR, ART e ANR, EPS e sinérese durante ferm entação de EHsoja por 

L. rhamnosus e/ ou m istura de probiót icos com  e sem  adição de sacarose. 

Tem po  ( horas)  ART ( g/ L)  AR ( g/ L)  ANR ( g/ L)  EPS ( g/ L)  

L. rhamnosus LR32 light  

0 63,9 ± 2,1 0,7 ±  0,0 63,2 ±  2,1 2,2 ±  0,1 

4 66,7 ±  2,7 0,6 ±  0,0 66,0 ±  2,7 2,0 ±  0,1 

8 72,5 ±  2,7 0,6 ±  0,0 71,9 ±  2,7 3,3 ±  0,0 

12 65,7 ±  1,7 0,5 ±  0,0 65,2 ±  1,7 3,0 ±  0,1 

16 66,4 ±  0,7 0,5 ±  0,0 66,0 ±  0,7 2,7 ±  0,3 

20    2,6 ±  0,2 

24    3,0 ±  0,3 

L. rhamnosus LR32 +  12%  Sacarose 

0 224,4 ±  36,8 12,9 ±  0,1 211,4 ±  36,7 2,2 ±  0,2 

4 240,7 ±  20,5 13,8 ±  0,7 227,0 ±  19,9 2,6 ±  0,0 

8 228,0 ±  28,1 13,4 ±  0,9 214,6 ±  28,0 3,0 ±  0,2 

12 228,8 ±  13,6 13,2 ±  1,4 215,6 ±  13,3 3,5 ±  0,2 

16 208,4 ±  18,0 12,2 ±  0,2 196,1 ±  17,9 2,9 ±  0,1 

L. rhamnosus LR32 +  Mix probiót icos +  12 %  Sacarose 

0 262,3 ±  40,2 15,0 ±  0,8 247,3 ±  40,9 3,7 ±  0,2 

4 274,2 ±  41,3 15,0 ±  0,7 259,2 ±  40,7 3,5 ±  0,1 

8 283,9 ±  30,7 15,5 ±  0,6 268,4 ±  31,2 3,0 ±  0,2 

12 279,1 ±  42,4 15,2 ±  0,4 263,9 ±  42,1 3,1 ±  0,0 

16 303,9 ±  34,9 15,2 ±  0,4 288,7 ±  34,6 3,5 ±  0,1 

Mix de probiót icos +  12%  Sacarose 

0 255,2 ±  30,2 15,3 ±  0,9 239,9 ±  29,6 4,3 ±  0,2 

4 251,7 ±  22,7 15,6 ±  0,3 236,1 ±  22,4 3,0 ±  0,0 

8 268,4 ±  10,9 15,4 ±  0,7 253,0 ±  11,3 3,1 ±  0,2 

12 253,7 ±  1,6 15,5 ±  0,6 238,2 ±  1,8 3,4 ±  0,0 

16 288,8 ±  21,9 14,5 ±  0,5 274,3 ±  21,8 3,0 ±  0,0 

 

Os resultados obt idos na quant ificação de EPS m ost ram  que não há relação direta com  o 

crescimento celular durante a ferm entação (Figura 4b) . Porém , at ravés dos cromatogram as 
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(Figura 5) , pode-se observar que existe at iv idade m icrobiana na form ação de com postos de 

elevada massa molecular (m aior que 39000 Da) , at ravés da t ransformação e interação de 

açúcares e proteínas presentes no ext rato hidrossolúvel de soja e no m eio de ferm entação.  

Cont rário aos resultados reportados por Grat tepanche et  al (2007) , que obteve em  leite 

fermentado concent ração de EPS 3 vezes menor em  culturas m istas de lactobacilos que cultura 

pura de L. rhamnosus RW-9595M, a concent ração de EPS obt ida foi m aior nos fermentados de 

L. rhamnosus LR32 em  presença do m ix de probiót icos.  

Nesse t rabalho, foram  obt idas concent rações de EPS de até 4270 mg/ L, que são altas 

quando comparadas aos resultados de EPS de L. lact is subsp. lact is de Cerning et  al..(1988)  e 

Cerning (1990)  (100-600 m g/ L)  e de EPS de Streptococcus therm ophilus em  meio MRS, 

subst ituindo-se glicose por lactose 75 g/ L de Savadogo et  al.  (2004)  (814 mg/ L) . Macedo 

(2002b)  obteve até 2775 mg/ L de EPS de L. rhamonsus RW-9595M em  m eio m ínimo basal 

composto por soro e ext rato de levedura enriquecido com  vitam inas, sais e am inoácidos. 

Segundo Macedo (2002b) , a produção de EPS por bactérias láct icas é influenciada pela 

composição do meio de crescimento, part icularmente de am inoácidos, m inerais, vitam inas e 

bases nit rogenadas, a qual está relacionada à produção de biomassa, havendo exceções. 

Tem  sido provado que sais de Mg2+  e Mn2+  são fatores essenciais para o crescimento de 

lactobacilos e que melhoram  a produção de EPS ao menos por meio da promoção do 

crescimento. O Mg2+ ,  por exem plo, influencia a at ividade da enzim a fosfoglucomutase, que 

part icipa na biossíntese de EPS, catalisando a t ransferência de grupos fosfato ent re carbono C1 

e C6 da glicose (Macedo, 2002b) . Assim , como o meio ut ilizado nesse estudo (ext rato 

hidrossolúvel de soja 10% )  é complexo, sendo r ico em  aminoácidos, v itam inas e inclusive sais 

m inerais como Mg2+  (~ 216 m g/ L)  e Mn2+  (~ 2,68mg/ L)  (NEPA, 2006) , valores superiores ao 

leite bovino integral (100m g/ L de Mg2+  e t raços de Mn2+ )  (NEPA, 2006) , pode-se explicar a 

obtenção de resultados mais elevados de EPS. 

Na Figura 5a, pode-se observar um  cromat rograma com  a formação do EPS durante a 

fermentação do ext rato hidrossolúvel de soja por L. rham nosus light  ou seja sem  adição de 

sacarose e adicionado dos prebiót icos FOS e polidext rose. Na Figura 5b é most rado em  detalhe 

a formação do EPS em  fermentado de soja por L. rhamnosus light  porem  sem  adição de 

prebiót icos. Em  ambos os casos, um  pico aos 32,5 m inutos está sempre presente e corresponde 

provavelm ente às proteínas do ext rato de soja (não-EPS)  (Cerning, 1990) . Out ro pico pouco 

homogêneo ent re 26-27 m inutos de corr ida também  está presente desde o início da 

fermentação. Observa-se que ao longo das 24 horas de fermentação aconteceram  modificações 

destes dois picos, sendo que o prim eiro dim inui enquanto o segundo aumenta gradat ivam ente. 
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Este fenômeno indica que há at ividade de formação de um  EPS com  uma est rutura mais 

complexa e com  maior m assa molecular, de aproximadamente (43 a 79 KDaltons) . 

É possível que o EPS formado pelo L. rham nosus sofra interações com  as proteínas da 

soja e out ros com postos presentes como oligossacarídeos da soja e/ ou polissacarídeos 

adicionados (FOS e polidext rose) , formando est ruturas diferentes e com plexas em  cada 

produto, dependendo de fatores como a presença de co-solutos como a sacarose e do pH do 

m eio. No Apêndice 2, pode-se observar out ros cromatogramas dos padrões ut ilizados e de 

out ras cinét icas realizadas neste estudo.            

m inutos 

(a)                      

m inutos 

(b)   

Figura 5 . Cromatograma da formação de EPS durante a ferm entação de (a)  L. rhamnosus em  
ext rato hidrossolúvel de soja light  adicionado de prebiót icos FOS e polidext rose  

(b)  L. rham nosus em  ext rato hidrossolúvel de soja light  e sem  adição de prebiót icos.  
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Foi necessário realizar testes em  branco de EPS de todos os com ponentes presentes no 

m eio e a somatória dos não-EPS, foi subt raída no resultado final (Goh et  al. ,  2005) , dada a alta 

probabilidade de que os resultados fossem  influenciados pela presença de com postos não-EPS, 

como explicado por Cerning (1990) . Como se observa na Figura 6 há sem pre presença de 

polímeros de alta m assa m olecular provenientes das proteínas de soja que não são ret irados 

com  a metodologia adotada durante o processo de ext ração do EPS, além  das reações 

complexas que possam  exist ir  ent re todos os polímeros e açúcares presentes no m eio de 

fermentação (proteínas, prebiót icos e EPS formado) , segundo Braga (2006) . Por tudo isso, 

acredita-se que os EPS formados nas diferentes ferm entações sejam  compostos complexos, 

resultantes das interações quím icas ent re as proteínas da soja, os EPS produzidos pelas BAL e 

demais co-solutos, cujas propriedades dependem  da(s)  linhagem(s)  de origem  do EPS e cuja 

composição e demais característ icas físico-quím icas deverão ser estudadas com  maior 

profundidade em  futuras pesquisas.  

Espera-se que um  incremento na viscosidade relacionada à concentração de EPS leve a 

dim inuição de sinérese. Porém, tais fatos não podem  ser associados tão diretamente, como 

ocorreu no t rabalho de Champagne et  al.  (2006) , no qual o aum ento das contagens de 

lactobacilos não afetou a sinérese. Este autor verificou que para L. rham nosus RW-9595M, a 

população final não t inha correlação com  a viscosidade nem  com  a sinérese. De maneira 

semelhante, isso foi observado neste estudo.  

Os sistemas com  m ais de um  biopolímero exibem  comportamentos mais complexos do 

que m isturas de polímeros sintét icos, pois existe um  equilíbr io relacionado ao estado de ordem   

desordem  de conformação, além  de apresentar t ransições e separações de fases em  

determ inadas situações. I nterações ent re polím eros resultam  em  incompat ibilidade e form ações 

complexas (Braga, 2006) . Na presença de polissacarídeos e co-solutos como a sacarose, a 

tem peratura de desnaturação de algumas proteínas é alterada ou a capacidade de formação 

dos géis é m odificada (Neves, 2008) . Em  solução, as proteínas podem  at rair  e repelir  os 

polissacarídeos dependendo da sua origem, do pH, da força iônica, da temperatura, da 

concent ração ou do cisalhamento a que são subm et idas (Belyakova et  al. ,  2003) . 

Desta forma, as propriedades do gel protéico formado durante as diversas fermentações 

deste estudo, como consistência e sinérese, foram  alteradas, não só pela adição de 

polissacarídeos como tam bém  pelas variações na força iônica e pH do sistema, onde a 

fermentação láct ica e o os com ponentes do meio formaram  um  sistem a altamente com plexo, no 

qual, as forças m oleculares envolvidas provavelmente são pontes de hidrogênio e interações 

hidrofóbicas, enquanto que o gel é m ant ido por pontes de hidrogênio e dissulfeto (Belyakova et  

al. ,  2003, Torrezan, 2007) . 
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Com o representado na Tabela 7, no m omento da inoculação, todos os fermentados, 

exceto a m istura de probiót icos em  presença de sacarose, t iveram  ajuste de fluido 

pseudoplást ico, ou seja, sem  o.  Ao final da fermentação, o comportamento reológico dos 

fermentados m udou, apresentando melhor ajuste ao m odelo de fluido t ipo Herschel-Bulkley, ou 

seja, aqueles que apresentam  tensão inicial de deformação ( o)  e cujo índice de escoam ento é 

m enor à unidade (n< 1) .  

Tabela 7 . Viscosidade aparente e constantes o,  k e n dos modelos reológicos ajustados para 

fermentados de EHsoja com  L. rhamnosus e/ ou m istura de probiót icos com  e sem  adição de 

sacarose durante ferm entação. 

Tem po  
( dias)  

o ( Pa)   k   n  ap  ( Pa.s)  
1 0 0 s- 1  

Modelo Ajustado 
com  R² > 0 ,9 9 9 9

L. rhamnosus LR32 light  

0  0,093 0,009 0,884 0,057 0,056 0,020 Pseudoplást ico 

8  0,070 0,021 0,858 0,024 0,036 0,007 Pseudoplást ico 

16  0,111 0,003 0,905 0,000 0,072 0,002 Pseudoplást ico 

24 0,595 0,000 0,101 0,015 0,830 0,121 0,058 0,034 Herschel-Bulkley

L. rhamnosus LR32 +  12%  Sacarose 

0  0,160 0,012 0,864 0,025 0,086 0,016 Pseudoplást ico 

8  0,150 0,072 0,772 0,059 0,050 0,011 Pseudoplást ico 

16 0,349 0,067 0,084 0,036 0,872 0,057 0,053 0,032 Herschel-Bulkley

L. rhamnosus LR32 +  Mix probiót icos +  12 %  Sacarose 

0  0,124 0,013 0,826 0,018 0,056 0,010 Pseudoplást ico 

8 0,447 0,063 0,062 0,009 0,868 0,016 0,038 0,002 Herschel-Bulkley

16 0,347 0,059 0,089 0,008 0,957 0,005 0,077 0,008 Herschel-Bulkley

Mix probiót icos +  12%  Sacarose 

0 0,185 0,048 0,110 0,017 0,816 0,006 0,049 0,005 Herschel-Bulkley

8 0,180 0,084 0,104 0,020 0,823 0,005 0,048 0,007 Herschel-Bulkley

16 0,975 0,108 0,035 0,008 0,905 0,012 0,032 0,003 Herschel-Bulkley

k= índice de consistência (s-1) , n=  índice de escoam ento, o= Tensão inicial de deform ação. ( * ) ap=  
viscosidade aparente (Pa/ s)  e 100 s-1 é o esforço de deform ação m édio para m ast igação de alim entos.   

Observou-se em  todas as fermentações, exceto L. rhamnosus+ Mix+ 12%  sacarose, 

queda na viscosidade aparente ao final da fermentação. I sso é um  aspecto posit ivo, pois most ra 
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novamente que a relação de mutualismo entre o L. rham nosus e o Mix de probiót icos, gera 

m elhores resultados de sinérese, viscosidade aparente e contagens finais. 

Com  exceção do produto L. rhamnosus light , a tendência dos produtos ferm entados é 

que seu k dim inua e n e o aumentem  ao longo do tempo.  

4 .3 .2 . Resultados de vida- de- prateleira 

Nas Tabelas 8 e 9 são most rados os com portamentos das contagens totais e específicas 

para lactobacilos e bifidobactéria com  relação ao pH durante, na Tabela 10. são apresentadas 

as médias de AR, ART, ANR, EPS e percentagem  de sinérese durante 25-30 dias de prateleira 

para ext rato hidrossolúvel de soja  EHsoja -  na presença ou não de sacarose. Os resultados 

referem-se às fermentações com  L. rhamnosus puro ou com  m istura padronizada de probiót icos 

contendo L. acidophilus,  L. paracasei subsp paracasei e B. longum .  Foi estabelecido como 

cont role o fermentado do EHsoja com  m istura de probiót icos e 12%  de sacarose (Mix+ 12% ) , 

bebida padronizada que apresenta alta sinérese, mudanças de pH e viscosidade durante a vida 

de prateleira. 

Há evidência de simbiose ent re L. rhamnosus e a m istura padrão de probiót icos L. 

acidophilus,  L. paracasei subsp paracasei e B. longum ,  já que as contagens de L. rham nosus 

aumentaram  de 106 e 107UFC/ m L (Tabelas 8)  quando aplicado puro, para m aior que 109 

UFC/ mL nos produtos em  m istura e (Tabela 9) . 

Na Figura 6 observa-se o comportamento da sinérese em  relação a pH e EPS. Os 

fermentados de L. rhamnosus,  apesar de terem  baixas contagens de células, apresentaram  

m udanças não significat ivas no pH durante vida de prateleira, com  um a produção m oderada de 

EPS, mas com  as m enores percentagens de sinérese, com o pode ser observado nas Tabelas 8 e 

10 e Figura 6. 

A queda do pH é causada pela alta at iv idade dos probiót icos presentes, enquanto 

contagens baixas como as dos fermentados com  L. rhamnosus puro, o pH m anteve-se 

aproximadamente constante (Tabela 8) . 

Na Tabela 9 pode-se observar que as m aiores contagens finais são apresentadas no 

fermentado contendo as quat ro linhagens de bactérias láct icas, at ingindo contagens maiores a 

109 UFC/ mL, enquanto a queda de pH é sim ilar ao longo da vida de prateleira quando 

comparado com  o Mix+ 12% , com  contagens acima de 108 UFC/ m L. A produção de EPS foi 

m enor para os ferm entados com  L. rham nosus,  mas a sinérese foi significat ivam ente menor, 

indicando que não há correlação direta ent re sinérese e quant idade de EPS produzido. (Tabela 

10) .  
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Tabela 8 . Contagem  de m icrorganismos e pH de fermentados de EHsoja com  L. rhamnosus 

com  e sem  adição de sacarose durante vida de prateleira.  

Tem po  
(dias)  

Contagem  L.rham nosus 

Aerobiose 
Log UFC/ mL 

Contagem  L.rham nosus 
Anaerobiose 
Log UFC/ mL 

MédiaTotal         
log UFC/ m L 

pH 

L. rhamnosus LR32 light  

0 5,90 ±  0,63 5,87 ±  0,53 5,88 ±  0,55 5,8 
10 7,38 ±  0,88 7,42 ±  0,80 7,40 ±  0,78 5,6 
25 5,71 ±  0,38 5,46 ±  0,27 5,58 ±  0,34 5,5 

L. rhamnosus LR32 +  12%  Sacarose 
0 5,93 ±  0,22 5,97 ±  0,28 5,95 ±  0,23 5,7 

10 6,51 ±  0,69 6,28 ±  0,59 6,41 ±  0,62 5,6 
25 5,88 ±  0,91 5,34 ±  0,12 5,64 ±  0,71 5,5 

 

Tabela 9 . Contagem  de m icrorganismos e pH de ferm entados de EHsoja com  m istura de 

probiót icos adicionados ou não de L. rhamnosus com  e sem  adição de sacarose durante vida de 

prateleira. 

Tempo  
(dias)   

Contagem  total 
Lactobacillus*

log UFC/ m L 

Contagem  total 
Bifidobacterium  log 

UFC/ m L 

Média Total      

 

log UFC/ mL 
pH 

L. rhamnosus LR32 +  Mix probiót icos +  12 %  Sacarose*  

0 9,20 ±  0,51 8,99 ±  0,25 9,51 ±  0,30 5,1  

10 9,85 ±  0,58 9,11 ±  0,59 9,95 ±  0,44 4,2  

25 9,34 ±  0,40 8,42 ±  0,37 9,48 ±  0,39 4,0  

Mix de probiót icos +  12%  Sacarose 

0 8,01 ±  1,11 7,46 ±  0,50 8,83 ±  0,75 5,6  

10 8,15 ±  0,71 8,50 ±  0,78 9,16 ±  0,22 4,5  

20 8,96 ±  0,27 8,69 ±  0,86 9,49 ±  0,04 4,2  

30 8,40 ±  0,86 8,50 ±  0,73 9,34 ±  0,37 4,0  

*  Foi observada nas placas a presença das t rês linhagens de lactobacilos (L. rham nosus, L. 

acidophilus e L. paracasei subsp paracasei)  por característ icas m orfológicas própr ias de cada colônia 

(Mondragón-Bernal, 2005) . 

Observa-se que o ferm entado Mix+ 12% sac, apresenta as maiores percentagens de 

sinérese ao longo da vida de prateleira, m esmo contendo as m aiores concent rações de EPS, 

quando com parado com  o EPS do fermentado de EHsoja contendo só L. rhamnosus,  na 
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presença ou não de sacarose (Tabela 10 e Figuras 6) . Pode-se assumir que a alta concent ração 

de células causa maiores mudanças no pH, viscosidade aparente e na sinérese no Mix+ 12% sac.               

( a)        ( b)  

Figura 6 . Com portamento durante a vida-de-prateleira da (a)sinérese (% )  e pH, e, (b)  
sinérese (% )  e EPS (g/ L)  para as fermentações em  EHsoja LR light  (L. rham nosus sem  
sacarose) , LR+ 12% sac (L. rham nosus +  12%  sacarose) , LR+ Mix+ 12%  (L. rhamnosus +  
Mistura de probiót icos +  12%  sacarose) , Mix+ 12% sac (Mistura de probiót icos +  12%  sacarose)  
e Mix light .  

A maior sinérese observada at ingiu aproximadamente 45%  no fermentado com  Mix light  

(m istura probiót ica sem  sacarose) , a m istura de probiót icos com  sacarose teve até 30% , m as 

quando adicionado de L. rhamnosus caiu para aproximadamente 14% . Já para os ferm entados 

com  L. rhamnosus puro, com  e sem  sacarose, dim inuiu até cerca de 4%  e 14%  

respect ivamente (Tabela 10) . 

Com  isto, é possível analisar que a presença de sacarose e de L. rham nosus cont r ibuem  

para m enores percentagens de sinérese nos produtos finais e durante a vida de prateleira, 

sendo um  aspecto favorável, além  do incremento considerável das contagens totais finais e a 

evidência de sim biose ent re as espécies presentes. Acredita-se ainda que o L. rhamnosus,  

m esmo alcançando contagens inferiores e com  EPS produzido em  menor quant idade, produz 

polissacarídeos de melhor qualidade em  relação à retenção de líquidos quando comparado com  

os EPS produzidos pela m istura padrão de probiót icos (Figuras 6) . Como visto na Figura 5, 

at ravés de padrões de dext rana de diferentes massas moleculares, observou-se a formação de 

um  polissacarídeo característ ico, nas fermentações com  L. rham nosus com  massa molecular 

m aior que 43 KDa.  
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Tabela 1 0 . Teor de açúcares AR, ART e ANR, EPS e sinérese de fermentados de EHsoja com  L. 

rhamnosus,   Mistura de probiót icos adicionados ou não de L. rhamnosus com  e sem  adição de 

sacarose durante vida de prateleira. 

AR=  Açúcares redutores;  ART= Açúcares redutores totais;  ANR= Açucares não redutores;   

EPS=  Exopolissacarídeo   

Na Tabela 11 são most rados os resultados do comportamento reológico dos fermentados 

durante vida-de-prateleira. O m odelo que apresentou o melhor ajuste para todas as amost ras 

com  sacarose foi fluido do t ipo Herschel-Bulkley, que apresenta tensão inicial de fluência ( o)  e 

cujo índice de escoamento é menor que uno (n< 1) . Aos 25 dias de prateleira, o ferm entado de 

L. rhamnosus com  m istura padronizada de probiót icos e sacarose apresentou m udança no 

comportamento reológico passando para fluido pseudoplást ico e com  menor viscosidade 

Tem po  
( dias)  

ART ( g/ L)  AR ( g/ L)  ANR ( g/ L)  EPS ( g/ L)  Sinérese ( % )  

L. rhamnosus LR32 light  

0 62,8 ± 4,8 0,9  ± 0,1 62,4 ± 4,8 2,1 ± 0,2 18,5 ± 5,5 

10 59,8 ± 6,7 0,8  ± 0,1 59,4 ± 6,7 1,6 ± 0,2 12,7 ± 3,0 

25 59,9 ± 0,5 0,8  ± 0,0 59,5 ± 0,5 2,0± 0,4 11,1 ± 2,1 

L. rhamnosus LR32 +  12%  Sacarose 

0 303,8 ± 22,3 14,8 ± 0,7 288,9 ± 22,0 2,8 ± 0,2 3,0 ± 2,2 

10 305,3 ± 15,3 16,0 ± 1,6 289,3 ± 14,9 2,7 ± 0,3 5,1 ± 0,6 

25 320,4 ± 37,0 15,5 ± 0,1 304,9 ± 36,9 2,5 ± 0,6 4,6 ± 1,9 

L. rhamnosus LR32 +  Mix probiót icos +  12 %  Sacarose 

0 261,2 ± 23,5 12,7 ± 0,2 261,2 ± 23,5 2,7 ± 0,5 18,1 ± 2,9 

10 247,0 ± 18,6 10,6 ± 0,8 247,0 ± 18,6 2,4 ± 0,7 14,5 ± 2,4 

25 252,5 ± 17,6 10,9 ± 0,7 252,4 ± 17,6 1,8 ± 0,2 9,4 ± 3,3 

Mix de probiót icos +  12%  Sacarose 

0 204,1 ± 12,0 12,4 ± 0,5 204,0 ± 12,0 5,0 ± 0,0 21,6 ± 1,6 

10 194,0 ± 12,6 10,1 ± 0,0 193,9 ± 12,6 4,0 ± 0,1 33,1 ± 1,6 

20 203,8 ± 3,9 10,2 ± 0,6 203,8  ± 4,0 4,2 ± 0,0 24,3 ± 1,2 

30 199,3 ± 6,3 10,8 ± 0,4 199,3  ± 6,3 2,3 ± 0,3 19,2 ± 1,6 

Mix de probiót icos light  

0 54,0 ± 0,8 7,9  ± 0,4 53,6 ± 0,8 3,9 ± 0,6 45,1 ± 6,8 

10 52,7 ± 0,6 9,0  ± 0,1 52,2 ± 0,6 3,3 ± 0,7 46,3 ± 1,7 

20 51,3 ± 0,9 9,4  ± 0,1 50,9 ± 0,9 3,3 ± 0,8 29,8 ± 1,4 

30 48,4 ± 1,2 9,0  ± 0,3 47,9 ± 1,2 2,1 ± 1,6 28,3 ± 1,7 
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aparente. Já os ferm entados sem  sacarose apresentaram  característ ica de fluidos 

pseudoplást icos (n< 1)  durante o tem po de estudo em  prateleira. Os maiores índices de 

consistência foram  dos fermentados com  m istura de probiót icos padrão e 12%  sacarose, 

seguidos pelo Mix light  reflet idos em  viscosidades aparentes mais altas, sendo maiores para pH 

em  torno de 4,0. A presença do L. rhamnosus causou índices de consistência m enores, mesmo 

a valores de pH baixos, sendo ligeiramente m aiores os índices de escoamento e como 

conseqüência m enores viscosidades aparentes (Tabela 11) .  

Tabela 1 1 . Viscosidade aparente e constantes o,  k e n dos modelos reológicos ajustados para 

fermentados de EHsoja com  L. rhamnosus e/ ou m istura de probiót icos com  e sem  adição de 

sacarose durante vida de prateleira. 

Tem po  
( dias)  o ( Pa)  K N ap ( Pa.s)  ( * )

1 0 0 s- 1  

Modelo ajustado 
com  R² > 0 ,9 9 9 9  

L. rhamnosus +  12%  Sacarose 

0 0,324 0,065 0,095 0,085 0,882 0,085 0,059 0,022 Herschel-Bulkley 

10 0,299 0,075 0,086 0,011 0,869 0,011 0,049 0,013 Herschel-Bulkley 

25 0,264 0,039 0,088 0,087 0,854 0,087 0,045 0,002 Herschel-Bulkley 

L. rhamnosus light  

0  0,079 0,015 0,912 0,052 0,054 0,034 Pseudoplást ico 

10  0,074 0,023 0,855 0,023 0,038 0,007 Pseudoplást ico 

25  0,080 0,052 0,868 0,052 0,043 0,004 Pseudoplást ico 

L. rhamnosus +  Mix probiót icos +  12 %  Sacarose 

0 0,225 0,029 0,052 0,006 0,905 0,006 0,036 0,030 Herschel-Bulkley 

10 0,175 0,019 0,071 0,033 0,926 0,033 0,052 0,046 Herschel-Bulkley 

25  0,075 0,028 0,862 0,028 0,039 0,042 Pseudoplást ico 
Mix de probiót icos +  12%  Sacarose 

0 0,945 0,075 0,160 0,025 0,839 0,033 0,085 0,006 Herschel-Bulkley 

10 0,440 0,134 0,261 0,061 0,761 0,047 0,090 0,000 Herschel-Bulkley 

20 1,506 0,018 0,265 0,048 0,833 0,034 0,137 0,003 Herschel-Bulkley 

30 0,563 0,069 0,989 0,147 0,577 0,005 0,146 0,017 Herschel-Bulkley 

Mix de probiót icos Light  

0  0,121 0,025 0,857 0,076 0,062 0,009 Pseudoplást ico 

10  0,182 0,097 0,795 0,101 0,063 0,015 Pseudoplást ico 

20  0,154 0,053 0,800 0,075 0,059 0,003 Pseudoplást ico 

30  0,159 0,050 0,811 0,088 0,065 0,007 Pseudoplást ico 
k= índice de consistência, n=  índice de escoam ento, o= Tensão inicial de deform ação. ( * ) ap=  viscosidade 
aparente (Pa/ s)  e 100 s-1 é o esforço de deform ação médio para m ast igação de alim entos.   
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4 .4 . CONCLUSÕES  

L. rhamnosus LR32 foi a linhagem  de BAL produtora de EPS selecionada após t r iagem  

com  as melhores característ icas de crescimento no meio de ferm entação requerido para este 

estudo, assim  como por seu potencial probiót ico. Há evidência de simbiose ent re L. rhamnosus 

e a m istura padrão de probiót icos L. acidophilus,  L. paracasei subsp paracasei e B. longum ,  j á 

que as contagens de L. rhamnosus aumentaram  significat ivam ente nos produtos em  m istura. 

I nterpreta-se que o EPS produzido pelo L. rhamnosus tende a reter m ais um idade do meio 

fermentado, e, portanto, amenizar a sinérese. No entanto, os simbiót icos possuem  consistência 

inferior à dos produtos com  m istura padrão de probiót icos, que, apesar de conter m ais EPS, 

apresentam  pouca retenção de líquidos, por tanto não existe relação direta ent re produção de 

EPS e redução de sinérese e/ ou aum ento da viscosidade por L. rhamnosus nas condições deste 

estudo. Quando o valor de pH do m eio está ao redor de 4,0, os produtos aumentaram  a 

consistência e a viscosidade aparente. A presença de sacarose e L. rhamnosus cont r ibuiu para a 

dim inuição da sinérese. Após 16 horas de ferm entação o produto contendo L. rhamnosus,  m ix 

de probiót icos e sacarose obteve a m aior v iscosidade aparente (0,08 Pa.s) , maior população de 

probiót icos (9,3 log UFC/ m L)  e 3,54 g/ L de EPS at ingindo pH 5,0. Durante a estocagem  a 

viabilidade da população foi m ant ida, a sinérese caiu de 18%  para 9%  (m / v)  e a viscosidade 

dim inuiu para 0,04 Pa.s. Amostras com  m ix de probiót icos sem  L. rhamnosus at ingiram  

viscosidades de 0,15 Pa, 4 g/ L de EPS, pH 4,0 e sinérese de 25%  (m/ v)  durante vida-de-

prateleira. Produtos com  sacarose apresentaram  com portamento de fluidos Herschel-Bulkley, e, 

sem  sacarose, do t ipo pseudoplást ico ao longo da estocagem . 

Por tanto, pode se concluir  que a inclusão da linhagem  L. rhamnosus LR32 no produto 

sim biót ico, adicionado de sacarose, não só melhora as característ icas funcionais do produto pela 

presença de uma nova linhagem  probiót ica, mas também  favorece a sua estabilidade em  

relação à sinérese e com portamento reológico. No entanto novos estudos devem  ser realizados 

na procura de ot im izar as variáveis envolvidas na elaboração do simbiót ico com o seriam:  a 

proporção das linhagens envolvidas para melhorar a viscosidade aparente, redução máxima da 

sinérese, a subst ituição da sacarose para produtos light ,  a estabilidade do pH talvez por meio 

da adição de agentes tamponantes, e a manutenção da viabilidade, ent re out ras.   
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CAPÍ TULO 5 .    

5 . ESTUDO DAS VARI ÁVEI S SI GNI FI CATI VAS NA ESTABI LI DADE E 

FUNCI ONALI DADE DE BEBI DA SI MBI ÓTI CA A BASE DE SOJA DURANTE 

A VI DA DE PRATELEI RA   

Parte dos resultados deste capítulo foram  apresentados como:   

1 )  Efeitos de ingredientes nos parâm etros reológicos de sim biót ico ferm entado de 

soja associado a exopolissacarídeo produzido por L. Rham nosus durante shelf- life. 

Autores:  Mondragón-Bernal;  Olga;  Tapia-Blacido, Délia;  Rodrigues, Maria I sabel;  Maugeri, 

Francisco. Apresentado como resumo e pôster no 7 º  Sim pósio Lat ino Am ericano de Ciência de 

Alim entos  SLACA  Cam pinas-  do 04 a 07 de novem bro de 2007.  

2 )  Com portam ento de exopolissacarídeo produzido por L. Rham nosus na estabilidade 

de produto sim biót ico ferm entado de soja at ravés de delineam ento experim ental 

Placket t  &  Burm an 

Autores:  Horita, Juliana;  Ferreira-Perina, Maria Fernanda;  Mondragón-Bernal;  Olga;  Rodrigues, 

Maria I sabel;  Maugeri, Francisco. Apresentado como resumo e pôster no 7 º  Sim pósio Lat ino 

Am ericano de Ciência de Alim entos  SLACA  Cam pinas-  do 04 a 07 de novembro de 

2007.      

Um verdadeiro amigo é quem te pega pela mão e te toca o coração (Gabriel García Marquez) 



Cap.5 

____________________________________________________________________________  

126



Cap.5 

____________________________________________________________________________  

127

5 . ESTUDO DAS VARI ÁVEI S SI GNI FI CATI VAS NA ESTABI LI DADE E 

FUNCI ONALI DADE DE BEBI DA SI MBI ÓTI CA A BASE DE SOJA DURANTE A VI DA DE 

PRATELEI RA  

RESUMO 

Após a fermentação do ext rato hidrossolúvel de soja por bactérias láct icas, verifica-se 

um a queda do pH, o que lhe confere característ icas como viscosidade e acidez. É necessário 

que os produtos fermentados conservem  suas característ icas sensoriais durante a vida de 

prateleira, mas tem-se observado que o pH cont inua decrescendo, e conseqüentem ente 

acontece sinérese e m udanças na viscosidade. A fim  de solucionar este problema, tem  sido 

aplicada bactéria láct ica com  capacidade para produzir exopolissacarídeos (EPSs) . Em  muitos 

casos os EPS liberados ext racelularm ente por bactérias láct icas oferecem  vantagens e são 

ut ilizadas na produção de leites fermentados, para melhorar suas propriedades reológicas. 

Foram  estudadas as variáveis de crescimento do L. rham nosus LR32 na presença de um a 

m istura padronizada de probiót icos contendo lactobacilos e bifidobactéria. Primeiramente foi 

analisado o efeito das variáveis:  proporção dos lactobacilos, concent rações de sacarose, ext rato 

hidrossolúvel de soja, regulador de acidez lactato de cálcio, frutooligossacarídeos (FOS)  e 

polidext rose na produção de EPS, redução da sinérese, viscosidade aparente, e contagens totais 

durante a vida-de-prateleira. Encont rou-se que quanto m aior o teor de sacarose, ext rato de 

soja, FOS e polidext rose os produtos apresentarão m enor sinérese. Sacarose e ext rato de soja 

tem  efeito posit ivo na viabilidade dos probiót icos e as característ icas reológicas. O lactato de 

cálcio tem  efeito negat ivo na estabilidade do produto quanto a sinésere, contagens e 

propr iedades reológicas com  leve m elhoria na estabilidade do pH e viabilidade das 

bifidobactérias. As m elhores estabilidades durante 30 dias vida-de-prateleira foram  obt idos em  

amost ras sem  lactato de cálcio, 12%  de sacarose e 10%  ext rato de soja, porém  uma 

formulação subst ituindo a sacarose por 4%  de FOS e 4%  de polidext rose most rou bons 

resultados.  

5 .1 . I NTRODUÇÃO 

Recentemente tem  havido um  grande avanço no desenvolvimento dos produtos 

chamados probiót icos (Tam ime et  al.,  1995) , que são um  suplemento alim entar de 

m icrorganism os vivos que afetam  de forma benéfica o animal hospedeiro, pela melhora do 

balanço da m icrobiota intest inal (Guarner, 1998) . A influência posit iva das substâncias 

prebiót icas, consideradas com o fibras solúveis, na m icrobiota intest inal tem  sido amplam ente 

estudada, onde as espécies probiót icas junto com  substâncias prebiót icas fornece um  efeito 
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combinado, nomeado "sim biót ico" (Mat t ila-Sandholm  et  al. ,  2002) . Alimentos funcionais 

sim biót icos são então os que fornecem  tanto probiót icos como prebiót icos. 

Segundo a ANVI SA (2002)  um  alimento probiót ico deve conter como mínim o 107 

UFC/ mL de bactérias viáveis para ter efeito terapêut ico ót im o e até o prazo de validade, como 

m ínimo 106 UFC/ m L;  também  o teor de prebiót icos deve suplementar o requerimento diário de 

8 g/ dia (Yun, 1996;  Modler, 1994)  em  produtos funcionais. Segundo a ANVI SA (1998)  em  

relação a alimentos com  fibras alimentares, pode ser incorporada como alegação nut r icional:  

fonte de fibras quando o teor é de 3,0g/ 100g para alimentos sólidos e 1,5g/ 100mL para 

líquidos, ou, alto teor de fibras quando contem  6,0g/ 100g para sólidos, ou, 3,0g/ 100m L para 

líquidos. 

Produtos fermentados de soja contendo probiót icos e prebiót icos (alim ento simbiót ico)  

apresentam, após fermentação por bactérias láct icas, uma queda do pH que lhes confere 

característ icas sensoriais com o viscosidade e acidez. É necessário que os produtos ferm entados 

conservem  suas característ icas sensoriais durante a vida de prateleira, m as tem -se observado 

que o pH cont inua decrescendo, com  conseqüente sinérese e mudanças na consistência como 

observado no Capítulo 3. 

As culturas starter  ferm entam  açúcares para produzir ácido láct ico, que serve para 

acidificar o produto, preservá- lo, e conferir- lhe sabor, tam bém  hidrolisam  proteínas, alterando a 

textura do produto (Bat t , 1999)  e algumas possuem  a capacidade de produzir 

exopolissacarídeos quando ferm entadas em  m eios apropriados (Tuinier et  al. ,  2000, Gorret  et  

al. ,  2003;  Champagne et  al. ,  2006;  Grat tepanche et  al. ,  2007) .   

Tem  sido at r ibuído a algumas bactérias láct icas (BAL)  produtoras de EPS, efeito benéfico 

à saúde (Chabot  et  al.,  2002) . Lactobacillus rhamnosus ssp é uma espécie produtora de EPS 

com  potencial probiót ico (Dupont  et  al. ,  2000;  Macedo, 2002;  Cham pagne et  al. ,  2006) . 

Em  muitos casos os polissacarídeos liberados ext racelularmente por bactérias láct icas 

oferecem  vantagens em  uma variedade de produtos de alimentos fermentados (Cerning, 1990) . 

De fato, em  vez de usar adit ivos como m elhoradores da textura, estabilizantes, em ulsificantes, 

gelificantes ou agentes ant isinérese em  alimentos fermentados, pode ser conveniente usar 

bactérias láct icas produtoras de EPS como culturas starter (Sm it inont , 1999) . Os 

exopolissacarídeos (EPS)  são produzidos por espécies de BAL, como o Lactobacillus rham nosus 

e são ut ilizados na obtenção de produtos fermentados para melhorar suas propriedades 

reológicas (de Vuyst  et  al. ,  1999;  Ruas-Madiedo et  al. ,  2002;  Shihata & Shah, 2002;  

Cham pagne et  al.,  2006;  Grat tepanche et  al.,  2007) .  

A BAL L. rham nosus LR32 foi selecionada pela sua capacidade de crescim ento em  ext rato 

de soja em  altas concent rações de sacarose (12% )  e capacidade de produção de EPS conforme 
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descrito no Capítulo 4. Foi observado que o EPS produzido por L. rhamnosus dim inuiu a 

sinérese em  produtos sim biót icos ferm entados a base de soja e teve boa associação ao inóculo 

padrão contendo os probiót icos L. acidophilus, L. paracasei subsp paracasei e B. longum .  No 

entanto, observou-se que a presença do EPS de L. rhamnosus resultou em  ferm entados menos 

viscosos.  

Segundo Braga (2006)  as propriedades de um  gel protéico como textura e sinérese, 

podem  ser alteradas não só pela adição de polissacarídeos como também  pelas variações na 

força iônica e pH do sistema. A formação de uma rede protéica é o resultado da agregação das 

m oléculas de proteína, a part ir  da desnaturação prévia destas e/ ou da acidificação do sistema, 

como acontece durante a ferm entação láct ica por cultura bacteriana. Utsum i e Kinsella (1985)  

explicam  que as forças m oleculares envolvidas na formação de géis térm icos de isolado protéico 

de soja são pontes de hidrogênio e interações hidrofóbicas, enquanto que o gel é m ant ido por 

pontes de hidrogênio e dissulfeto.  

Durante a fermentação de m eios com plexos como o ext rato de soja e leite por BAL, o 

ácido láct ico produzido causa agregação das part ículas de proteínas (globulinas)  levando à 

formação de um  gel frágil.  O gel no qual as células bacter ianas, açúcares e out ros com ponentes 

m enores ficam  ret idos, é uma est rutura de rede altamente complexa de proteínas e EPS (Goh 

et  al. ,  2005) .  

Na presença de polissacarídeos, a tem peratura de desnaturação de algumas proteínas é 

alterada ou a capacidade de formação dos géis é modificada. Em  solução, as proteínas podem  

at rair  e repelir  os polissacarídeos dependendo da sua origem , do pH, da força iônica, da 

tem peratura, da concent ração ou do cisalhamento a que são submet idas (Beliakova, 2003) . As 

interações com plexas ent re proteínas e polissacarídeos são um  resultado das propriedades 

físicas de cada biopolímero puro em  solução. As propriedades físicas das soluções de 

biopolímeros parecem  ser altamente dependentes da presença de um  co-soluto como a 

sacarose e do processamento térm ico, que tam bém  podem  alterar as característ icas do gel, 

sendo relacionada à conform ação molecular apresentada em  solução, como formação de duplas 

hélices, de ult ra-agregados e desordenamento molecular (Neves, 2008) . Braga (2006)  

encont rou em  seus estudos que a adição de sacarose em  soluções t ratadas term icamente na 

presença de alguns polissacarídeos como a goma xantana, afetou as propriedades reológicas de 

soluções anisot rópicas ou bifásicas (m istas) . Neves (2008)  verificou que em  géis de polím eros a 

adição de sacarose aumentou a dureza, deformabilidade, firmeza, teve efeito na dim inuição das 

interações polissacarídeo-solvente e durante a avaliação da capacidade de retenção de água a 

adição do açúcar prom oveu o fortalecimento da rede do gel, com  uma malha mais firm e e 

coesa. 
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Os planejam entos propostos por Placket t  & Burm an (1946) , Screening Desing ,  

baseados na metodologia de planejamento fatorial, são um a ferram enta estat íst ica muito út il na 

avaliação prévia de um  processo quando tem os um  grande número de variáveis. Como 

vantagens tem -se a redução do número de ensaios a serem  realizados, perm ite est imar os 

efeitos principais e ident ificar as variáveis mais relevantes que devem  ser escolhidas para a 

realização de um  planejamento completo, mas tem  a desvantagem  de não perm it ir  a ot im ização 

do processo (Rodrigues e I em ma, 2005) . 

Neste estudo, at ravés de um  delineamento experimental Placket t  & Burm an, foram  

procurados protót ipos de alimento sim biót ico a base de soja cujas característ icas funcionais, 

físico-quím icas e sensoriais se mant ivessem  m ais estáveis durante 30 dias de vida-de-

prateleira. Assim , este t rabalho teve por objet ivo estudar os efeitos de 6 variáveis (proporção 

de Lactobacillus rhamnosus,  teores de sacarose, ext rato hidrossolúvel de soja, regulador de 

acidez lactato de cálcio, frutooligossacarídeos-FOS e polidext rose)  na produção de EPS 

(exopolissacarídeo) , sinérese, viscosidade aparente, e contagens totais durante vida de 

prateleira, tendo por objet ivo ainda verificar a aceitação sensória e a intenção de com pra pelo 

público alvo.  

5 .2 . MATERI AL E MÉTODOS 

5 .2 .1 . Matéria- prim a 

Ext rato hidrossolúvel de soja (PROVESOL FB Olvebra I ndust r ial S/ A-Brasil)  6-10%  p/ v, 

m isturado com  out ros ingredientes sólidos foi pasteurizado a 116° C por 5 m inutos, resfr iado, o 

agente tamponante foi adicionado vagarosam ente e inoculado com  cultura(s)  probiót ica(s)  e 

láct ica(s)  com  105-107 UFC/ mL, incubação a 37° C.  

Os agentes prebiót icos foram  Frutooligossacarídeos (FOS)  Raft ilose 95® -Oraft i e 

polidext rose Litesse® -Danisco. O agente tam ponante foi o lactato de cálcio (PURAC)  em  

solução 10%  (m/ v) . Foi ut ilizada sílica 0,005%  (m/ v)  (Proceedings)  como ant iespumante. 

5 .2 .2 . Culturas Probiót icas e Láct icas  

Foram  estudadas as linhagens L. rhamnosus LR32, produtora de EPS, e os probiót icos 

padrão:  L. acidophilus LAC4, L. paracasei subsp paracasei LBC81 e Bifidobacterium  longum  

BL04.  

5 .2 .3 . Procedim ento de elaboração de alim ento sim biót ico  

A part ir  de form ulações definidas pelo delineamento experimental Placket t  & Burman 

descrito a seguir, foram  elaboradas suspensões de ext rato hidrossolúvel de soja estéril,  

segundo form ulação foi adicionada (ou não)  vagarosamente (gota a gota)  solução de lactato de 

cálcio 10%  (m/ v)  e foi inoculada com  m isturas de culturas láct icas e fermentada, sem  agitação, 
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a 37 º C até at ingir  pH 4,8-4,3 (aproximadamente 16 h) , coletando-se ao térm ino da 

fermentação uma amost ra (0 dia) . Out ras amost ras foram  armazenadas em  geladeira (3-8oC)  e 

ret iradas após 10, 20 e 30 dias, respect ivamente em  duplicata. As amost ras coletadas foram  

congeladas para posterior análise.    

5 .2 .4 . Estudo das variáveis significat ivas na estabilidade   

Realizou-se um  delineamento experimental Placket t  & Burman de 12 ensaios e 4 pontos 

cent rais para um  total de 16 ensaios (Rodrigues e I em ma, 2005) , sendo 6 variáveis 

independentes:  X1= Proporção de L. rhamnosus e Mix probiót icos (L. acidophilus+ L. paracasei 

subsp paracasei :   L. rhamnosus /  B.longum ) ;  X2 =  porcentagem  de sacarose;  X3=  lactato de 

cálcio como agente tam ponante;  X4 =  porcentagem  de EHsoja;  X5 =  porcentagem  de 

frutooligossacarídeos FOS;  X6=  porcentagem  de polidext rose (Tabela 1) . As análises foram  

feitas em  duplicata e os resultados foram  calculados pela m édia dos valores obt idos.  

Tabela 1 .  Níveis das variáveis para o planejam ento Placket t  & Burman 

Nível - 1  0  + 1  

X1:  Proporção L1L2: LR/ B  30: 10/ 60 20: 20/ 60 10: 30/ 60

X2:  Sacarose (% )  0 6 12 

X3:  Lactato de Cálcio (g/ L) 0 5 10 

X4:  EHsoja (% )  6 8 10 

X5:  FOS (% )  0 2 4 

X6:  Polidext rose (% )  0 2 4 

L1= L. acidophilus,  L2= L.paracasei subsp paracasei,  LR= L.rham nosus,  B= B. longum , EHsoja=  

ext rato hidrossolúvel de soja, FOS=  frutooligossacarídeos  

As variáveis dependentes ou respostas foram:  contagem  total e de bifidobactéria ( log 

UFC/ mL) , concent ração de EPS (g/ L) , sinérese (% ) , parâmetros reológicos o (Pa) , k, n e 

viscosidade aparente (Pa.s) ;  tam bém  foi realizado o cont role do pH durante a vida-de-

prateleira. O t ratamento dos resultados foi realizado usando-se as técnicas de planejam ento 

experimental, ajuste a m odelos reológicos, e o software STATI STI CA 5.0 (Statsoft , I nc.(2000)  

STATI STI CA for Windows) . 

5 .2 .5 . Metodologia Analít ica 

5 .2 .5 .1 . Determ inação do pH  

O valor do pH das amost ras foi m edido em  potenciômet ro Met t ler Toledo 320 pH Meter. 
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5 .2 .5 .1 . Sinérese  

Foi medido o volume de soro separado do m eio fermentado, calculando-se a 

porcentagem  correspondente ao volume total de amost ra. 

5 .2 .5 .2 . Contagem  de colônias 

Foi feito plaqueamento em  profundidade em  m eio ágar MRS com  0,01%  azul de anilina, 

incubação por 72h a 37º C em  aerobiose e anaerobiose gerada por meio de câmera e geradores 

de anaerobiose Anaerobac-Probac (Mondragón-Bernal, 2005) . 

5 .2 .5 .3 . Determ inação das propriedades reológicas   

As propriedades reológicas das amost ras foram  analisadas at ravés do reômetro Carr i-

Med Rheometer CSL²  TA I nst ruments com  prato cônico 6 cm, 1,59º  com  cont role de tensão. 

Fator de Tensão:  0,0177, fator de deformação:  28,7, t runcamento:  67 m icron. Foram  

realizadas em  t r iplicata e os m odelos reológicos foram  ajustados e selecionados segundo a 

Tabela 2 pelo coeficiente de correlação e teste de Qui²  (valor da dispersão para duas variáveis 

de escala nom inal) , com  os dados das segundas subidas.  

Tabela 2 . Modelos reológicos ajustados a cada amost ra estudada   

Tipo de Modelo 

Replicatas 

Ajuste ao Modelo ap 

Newtoniano Ajuste linear = k. , o= 0 

 

= k 

Pseudoplást ico Ajuste lei da potência = k n,  n< 1 ap= k. (n-1)  

Plást ico de Bingham  Ajuste linear = k. o , o> 0 ap= ( to /  k 

Herschel-Bulkley Ajuste = o +  k n,  n< 1, o> 0 ap= ( to /  k. (n-1)  

 

k= índice de consistência, n=  índice de escoam ento ou fluência, o= Tensão inicial de deform ação. 
( * ) , ap=  viscosidade aparente (Pa.s)  calculada a 100 s-1 de esforço de deform ação, sendo este o valor 
m édio ut ilizado para m ast igação de alim entos.  

5 .2 .5 .4 .Determ inação de Exopolissacarídeos ( EPS) : 

Separação de células

 

Para cada mL de amost ra, foi adicionado 0,01 mL de ácido cít r ico 1M, cent r ifugada a 

9640 g durante 10 m in/ 5 °C para rem oção de células e proteínas. O sobrenadante foi ut ilizado 

para ext ração do EPS 

Ext ração do EPS Bruto 

  

As enzim as presentes no sobrenadante foram  inat ivadas em  banho a 100 ° C por 10 m in. 

Os EPS foram  precipitados adicionando-se 5 volumes de etanol resfr iado, durante 12 h a 4° C. 

Cent r ifugou-se a 907 g por 20 m in, o precipitado foi re-dissolvido adicionando-se mais 2 

volumes de álcool resfr iado e deixou-se por um a noite a 4° C. Centr ifugou-se a 907 g por 20 
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m in, ret irando-se o sobrenadante. Em  seguida, evaporou-se o álcool residual durante 3 h a 60 

°C e o EPS bruto foi re-dissolvido em  água para posteriores análises (Metodologia adaptada de 

Savadogo et  al.,  2004;  Ruas-Madiedo et  al.,  2006;  Grat tepanche et  al. ,  2007) . 

Quant ificação de EPS pelo método da Ant rona

  

A reação foi feita em  tubo de ensaio contendo 1 m L de amost ra previamente diluída 

(0,01-0,1 g/ L)  e 4 mL do reat ivo Ant rona (0,2 g/ 100 m L de H2SO4). I ncubou-se os tubos em  

banho-maria em  ebulição durante 10 m in e resfr iou-se em  banho com  gelo. As absorbâncias 

foram  medidas em  espect rofotômet ro Beckman Coulter DU640 a 600nm  (Silva, 2003) . A curva 

padrão foi feita ut ilizando-se dext rana de peso molecular 9300 Da. 

Foram  preparados brancos de EPS de todos os com ponentes presentes no m eio e a somatória 

dos não-EPS, foi subt raída no resultado final (Goh et  al. ,  2005) . 

5 .2 .6 . Análise Sensorial  

Foram  avaliadas as 6 amost ras que apresentaram  os melhores resultados de 

estabilidade durante a vida-de-prateleira segundo o planejamento experimental Placket t  & 

Burm an e uma amost ra cont role sem  L. rhamnosus.  As am ost ras foram  elaboradas com  ext rato 

hidrossolúvel de soja (FB Olvebra) , inoculadas com  probiót icos (Lactobacillus acidophilus LAC4, 

L. casei subsp paracasei LBC81, L. rhamnosus LR32 e Bifidobacterium  longum  BL04)  e 

prebiót icos ( frutooligossacarídeos -Raft ilose® -  e polidext rose -Litesse® ) ;  mascarante de soja 

(quant idade sugerida pelo fabricante Duas Rodas) ;  ant iespumante (sílica 0,005%  -  

Proceedings) ;  e saborizante idênt ico ao natural em  forma sólida sabor leite condensado (Duas 

Rodas) , sacarose como adoçante t radicional e associação de edulcorantes acessulfame K-  e 

sucralose (25: 75 m : m)  para amost ras diet  em  sacarose.  

5 .2 .6 .1 . Preparação das am ostras para testes sensoriais  

Os produtos ferm entados foram  m ant idos sob refrigeração até a realização dos testes 

sensoriais por 12 horas. As amost ras foram  servidas aos provadores em  cabines individuais 

codificadas com  números de t rês dígitos, em  recipientes plást icos brancos descartáveis com  

capacidade para 50 mL.  As amost ras foram  elaboradas no Laboratório de Engenharia de 

Bioprocessos da Faculdade de Engenharia de Alim entos/ UNI CAMP.  

Para avaliar a aceitabilidade das amost ras quanto à aparência, sabor, doçura, 

consistência e im pressão global, os provadores ut ilizaram  um a escala não-est ruturada de nove 

cent ímet ros, com  termos ancorados em  seus ext remos, sendo desgostei m uit íssimo à 

esquerda e gostei muit íssimo à direita. Para avaliar a at itude de intenção de compra, ut ilizou-

se escala est ruturada de cinco pontos, indo de 5 igual a certamente com praria o produto até 1 

igual a certamente não compraria o produto (Meilgaard et  al. ,  1999) . As am ost ras foram  

avaliadas por 32 provadores, potenciais consumidores dent ro da com unidade da Faculdade de 
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Engenharia de Alimentos da Unicamp. Foi realizado análise de variância e teste de médias de 

Tukey do t ipo HSD nos resultados.  

5 .3 . RESULTADOS E DI SCUSSÃO 

5 .3 .1 . Vida- de- prateleira 

A matr iz e as respostas do delineamento experim ental Placket t  & Burm an de 12 ensaios 

e 4 pontos cent rais aplicados para determ inar o efeito de seis variáveis independentes na 

estabilidade durante 30 dias de vida-de-prateleira em  relação a sinérese, contagens, EPS e pH 

do alim ento sim biót ico ferm entado a base de ext rato de soja apresentam-se na Tabelas 3.  

Est ima-se que um  número maior de 107 UFC/ mL de probiót icos é necessário para obter 

um  efeito terapêut ico ót imo (Ribka & Kailasapathy, 1995)  e como m ínimo m anter 106 UFC/ mL 

no final da vida de prateleira (ANVI SA, 2002) . Owehand (2005)  estabelece que o consumo de 

um a dose diária de 109 UFC de probiót icos é suficiente para obter bom  efeito terapêut ico. Pela 

Tabela 3, pode-se perceber que as populações de probiót icos, após os 30 dias de prateleira, se 

m ant iveram  em  contagens superiores a 8 log UFC/ mL. O ensaio 2 foi o que obteve a m aior 

contagem  no 30º  dia sendo de 11,18 log UFC/ mL. Observa-se, que todos os ensaios realizados 

apresentaram  número m aior ao exigido. 

Quanto a contagem  de bifidobactérias, verificou-se que foi mant ida na maioria dos 

ensaios, prat icam ente constante e com  valores 7,0 log UFC/ mL, houve ensaios que at ingiram  

> 10 UFC/ mL. Out ros ensaios como 1 e 5, apresentaram  m aior oscilação da bifidobactér ia ao 

longo da estocagem  talvez devido à condição de maior proporção de L. rhamnosus  no inóculo, 

compet indo com  a bifidobactéria, e à pouca disponibilidade de fontes de carbono pela ausência 

de sacarose e prebiót icos no ensaio 1. Já o ensaio 7, com  menor proporção de L. rham nosus,  

com  12%  de sacarose e 4%  de polidext rose, oscilou de forma posit iva pois houve um  aumento 

considerável da bifidobactéria do início da estocagem  (8,43 UFC/ mL)  até os 10 dias 

subseqüentes (10,57 UFC/ mL) .  

Crit tenden e colaboradores (2001)  elaboraram  iogurte composto por de sólidos do leite 

desengordurados 14% , gordura 2,1% , sacarose 6%  e os prebiót icos am ido resistente (Hi-

m aize )  1%  e inulina 1% . Os iogurtes foram  inoculados com  S. thermophilus DS 224 e as 

linhagens de bifidobactérias selecionadas pela sua capacidade de hidrolisar o am ido resistente. 

Estes autores encont raram  que o isolado Bifidobacterium  lact is B94 e a linhagem  comercial B. 

lact is DS 920 sobreviveram  sem  perdas substanciais de viabilidade em  iogurte sim biót ico 

m antendo contagens m aiores a 7 log UFC/ mL durante estocagem  a 4 oC por 5 semanas, 

enquanto que as contagens do isolado altamente am ilolít ico.B. adolescent is B97 foram  

inferiores a 2 log UFC/ m L em  4 sem anas.  
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Tabela 3 . Placket t  & Burman para o estudo da estabilidade do alimento simbiót ico fermentado a base de ext rato de soja 

durante 0, 10, 20 e 30 dias de prateleira.                             

0  DI AS     1 0  DI AS     

Variáveis I ndependentes* Respostas   Respostas   

Ensaios x1 x2 x3 x4 X5 x6 Sinérese

Contagem   

Total        

log UFC/ m L

Contagem   

Bíf ido  

logUFC/ m L 

EPS 

( g/ L)  

pH 

final 
Sinérese

Contagem  

Total       

log UFC/ m L

Contagem  

Bífido  

logUFC/ m L

EPS ( g/ L)  pH f inal

1  1 -1 1 -1 -1 -1 26,8%  8,77 8,29 0,67 5,0 27,4%  9,60 8,00 0,48 4,5 

2  1 1 -1 1 -1 -1 2,3%  9,66 9,17 4,88 4,7 1,6%  10,48 9,54 9,66 4,2 

3  -1 1 1 -1 1 -1 15,3%  9,88 9,35 3,17 4,7 18,3%  10,06 9,13 11,61 4,2 

4  1 -1 1 1 -1 1 23,6%  9,28 8,62 3,43 4,8 26,2%  10,05 8,85 3,47 4,4 

5  1 1 -1 1 1 -1 1,6%  10,47 9,67 3,34 4,5 0,9%  11,06 10,52 4,10 4,1 

6  1 1 1 -1 1 1 12,0%  10,19 8,81 4,87 4,6 16,7%  10,75 9,54 4,82 4,2 

7  -1 1 1 1 -1 1 14,2%  10,05 8,34 6,06 4,7 16,9%  10,73 10,57 13,66 4,4 

8  -1 -1 1 1 1 -1 17,7%  9,50 8,73 1,09 4,7 20,6%  9,87 9,47 1,28 4,3 

9  -1 -1 -1 1 1 1 4,0%  10,52 10,55 3,04 4,5 2,4%  9,43 9,24 1,41 4,0 

1 0  1 -1 -1 -1 1 1 4,0%  10,26 10,03 2,97 4,4 5,0%  10,15 9,10 0,90 4,0 

1 1  -1 1 -1 -1 -1 1 2,4%  10,32 9,34 4,28 4,5 9,6%  10,28 10,13 1,08 4,0 

1 2  -1 -1 -1 -1 -1 -1 20,1%  8,98 8,84 0,57 5,0 28,6%  8,68 8,63 0,29 4,5 

1 3  0 0 0 0 0 0 16,7%  10,20 9,58 6,08 4,8 15,6%  10,25 9,75 2,54 4,2 

1 4  0 0 0 0 0 0 13,3%  10,07 9,34 4,52 4,8 10,6%  10,60 9,94 3,05 4,1 

1 5  0 0 0 0 0 0 12,7%  10,35 8,96 4,77 4,6 15,5%  9,38 8,69 5,90 4,2 

1 6  0 0 0 0 0 0 19,4%  10,32 9,89 4,83 4,6 18,7%  10,34 9,89 11,46 4,3 

*  Var iáveis independentes x i=  ( -1;  0;  + 1) , sendo:  x1=  proporção L1L2: LR/ B (10: 30/ 60;  20: 20/ 60;  30: 10/ 60) ;  x2= %  Sacarose (0;  6;  12 

%  m / v) ;  x3= Lactato de cálcio (0;  5;  10 g/ L) ;  x4= EHsoja (6;  8;  10%  m / v) ;  x5=  % FOS (0;  2;  4%  m / v) ;  x6=  %  polidext rose (0;  2;  4%  

m / v) .  



Cap.5 

____________________________________________________________________________  

136

  

Cont inuação da Tabela 3 .           

2 0  DI AS     3 0  DI AS     

Variáveis  

I ndependentes*  Respostas    Respostas   

Ensaios x1 x2 x3 X4 x5 X6 Sinérese

Contagem  

Total       

log 

UFC/ m L 

Contagem  

Bífido 

logUFC/ m L

EPS 

( g/ L)

pH 

final 
Sinérese 

Contagem  

Total       

log 

UFC/ m L 

Contagem  

Bífido 

logUFC/ m L

EPS 

( g/ L)  

pH 

f inal 

1  1 -1 1 -1 -1 -1 34,4%  10,41 9,88 0,35 4,4 32,0%  11.01 9,18 0,39 4,4 

2  1 1 -1 1 -1 -1 6,3%  10,37 9,36 1,78 4,0 4,9%  11.18 9,92 3,36 4,0 

3  -1 1 1 -1 1 -1 20,8%  10,66 10,26 4,73 4,0 25,0%  10.06 9,49 3,75 4,0 

4  1 -1 1 1 -1 1 19,4%  10,56 10,17 2,37 4,3 34,4%  9.91 8,85 1,84 4,3 

5  1 1 -1 1 1 -1 3,2%  10,49 7,70 4,60 3,9 4,8%  10.17 8,48 4,65 3,9 

6  1 1 1 -1 1 1 18,1%  10,76 8,90 6,29 4,1 20,3%  9.92 8,60 5,34 4,1 

7  -1 1 1 1 -1 1 16,5%  11,15 10,82 11,57 4,2 20,3%  10.35 9,86 16,20 4,1 

8  -1 -1 1 1 1 -1 26,6%  10,40 9,32 1,74 4,2 19,0%  10.05 9,39 0,66 4,2 

9  -1 -1 -1 1 1 1 6,3%  10,52 9,44 2,22 3,9 5,6%  9.60 9,44 2,06 4,0 

1 0  1 -1 -1 -1 1 1 9,5%  10,40 9,61 0,78 3,9 8,8%  8.59 7,85 0,76 3,9 

1 1  -1 1 -1 -1 -1 1 7,2%  10,54 9,75 1,36 3,9 6,3%  9.79 9,00 3,21 3,8 

1 2  -1 -1 -1 -1 -1 -1 32,3%  9,64 8,40 0,10 4,4 23,7%  9.26 8,71 0,14 4,3 

1 3  0 0 0 0 0 0 23,3%  10,78 9,72 2,31 4,0 21,3%  9.06 7,70 4,38 4,0 

1 4  0 0 0 0 0 0 13,0%  10,67 9,80 3,88 4,0 14,6%  9.33 8,40 3,50 4,0 

1 5  0 0 0 0 0 0 20,5%  10,59 10,16 3,76 4,2 20,2%  9.30 8,95 4,18 4,1 

1 6  0 0 0 0 0 0 25,6%  10,74 9,66 2,65 4,2 27,4%  9.15 8,48 5,12 4,1 

*  Var iáveis independentes x i=  ( -1;  0;  + 1) , sendo:  x1=  proporção L1L2: LR/ B (10: 30/ 60;  20: 20/ 60;  30: 10/ 60) ;  x2= %  Sacarose (0;  6;  12 

%  m / v) ;  x3= Lactato de cálcio (0;  5;  10 g/ L) ;  x4= EHsoja (6;  8;  10%  m / v) ;  x5=  % FOS (0;  2;  4%  m / v) ;  x6=  %  polidext rose (0;  2;  4%  

m / v) .  
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Crit tenden et  al.  (2001)  observaram  também  que Bifidobacterium  lact is B94 

cresceu pobrem ente na presença de m onossacarídeos como frutose, galactose e xilose 

quando comparado com  dissacarídeos e oligossacarídeos. 

As m aiores m udanças no pH foram  m ost radas nos primeiros 10 dias de 

estocagem  para todas as amost ras. O pH apresentou variação ent re os diferentes 

ensaios, mudando ent re as faixas de 4,0-5,0 no inicio da estocagem  até 4,0 a 4,5 nos 

10 primeiros dias. Após 10 e até completar 30 dias de prateleira perm aneceram  num  

intervalo de pH de 3,8 a 4,4. Os ensaios 1 e 12 apresentaram  os maiores valores de 

pH e os ensaios 10 e 11 os mais baixos no 30º  dia. Crit tenden e colaboradores (2001)  

observaram  que o pH em  iogurtes sim biót icos a base de leite contendo os prebiót icos 

inulina e am ido resistente e inoculados S. therm ophilus DS 224 e bifidobactérias variou 

de 4,5 até 4,1 desde o início da estocagem  e após 5 semanas de vida-de-prateleira. 

A sinérese é considerada uma m edida ext remamente importante para o 

processo, devido ao aspecto visual dado ao produto final. Os ensaios 2, 5 e 9 

apresentaram  a menor porcentagem  de sinérese, sendo considerados os m elhores 

resultados. O ensaio 11 tam bém  apresentou baixa sinérese. Observa-se que todos 

esses ensaios cont inham  sacarose 12% , com  exceção o ensaio 9 que cont inha FOS e 

polidext rose nos m áxim os teores t rabalhados (4%  de cada um)  e também  nenhum  

t inha lactato de cálcio dent ro da form ulação.  

Os resultados da quant if icação de EPS mant iveram-se prat icam ente constantes 

nos ensaios, com  exceção do 10º  dia e do ensaio 7, que se most rou muito diferente 

dos out ros, com  maior concent ração de EPS em  toda a vida-de-prateleira.  

A viscosidade aparente tam bém  é um  fator de ext rema im portância na 

qualidade do produto final. Um  produto muito líquido não é bem  aceito pela m aioria 

das pessoas, pois associam  o iogurte a uma textura mais consistente e cremosa.   

A Tabela 4 apresenta os modelos reológicos com  m elhor ajuste (maior 

coeficiente de variação explicada -  R2)  para cada um  dos ensaios do delineamento 

experimental, assim  com o os parâmetros reológicos o, k e n e o cálculo do ap para 

uma deformação de 150 s-1 (para mast igação de alimentos) . Observa-se que a m aioria 

dos ensaios se com portam  como um  fluido Herschel-Bulkley, associado aos ensaios 

que apresentam  na sua formulação o ext rato de soja em  10% . Alguns ensaios 

m ost raram-se pseudoplást icos, pois apresentaram  o desprezíveis, houve um  caso de 

plást ico de Bingham  com  o ensaio 9 no dia zero e de dilatante no caso do ensaio 12.    
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Tabela 4 . Modelos reológicos ajustados para os ensaios do delineamento experim ental 

Placket t  & Burman 

Ensaio Modelo 0  dias R²  

o  

( Pa)  k  n 

ap ( Pa.s)  

( = 1 5 0  s- 1 )

1  Pseudoplást ico 0,99982 0,068 0,967 0,0574 

2  Herschel-Bulkley 0,99984 0,421 0,025 0,876 0,0159 

3  Herschel-Bulkley 0,99996 0,018 0,870 0,0099 

4  Herschel-Bulkley 0,99992 0,011 0,924 0,0082 

5  Herschel-Bulkley 0,99841 0,742 0,038 0,824 0,0207 

6  Herschel-Bulkley 0,99997 0,037 0,025 0,846 0,0116 

7  Herschel-Bulkley 0,99990 0,034 0,043 0,828 0,0186 

8  Pseudoplást ico 0,99885 0,023 0,832 0,0098 

9  Plast  Bingham -  0,99968 0,231 0,007 1,007 0,0088 

1 0  Pseudoplást ico 0,99991 0,003 1,063 0,0050 

1 1  Herschel-Bulkley 0,99995 0,244 0,018 0,860 0,0106 

1 2  Dilatante 0,99977 0,084 0,001 1,299 0,0032 

1 3  Herschel-Bulkley 0,99997 0,089 0,021 0,877 0,0117 

1 4  Herschel-Bulkley 0,99989 0,084 0,031 0,824 0,0134 

1 5  Herschel-Bulkley 0,99900 0,088 0,030 0,840 0,0139 

1 6  Pseudoplást ico 0,99990 0.027 0,830 0,0114 

Ensaio Modelo 1 0  dias R²  

o  

( Pa)  k  n 

ap ( Pa.s)  

( = 1 5 0  s- 1 )

1  Newtoniano-dilatante 0,99940 0,003 1,015 0,0027 

2  Herschel-Bulkley 0,99992 1,779 0,126 0,721 0,0429 

3  Pseudoplát ico 0,99984 0,017 0,884 0,0093 

4  Pseudoplást ico 0,99975 0,013 0,917 0,0088 

5  Herschel-Bulkley 0,99994 1,443 0,123 0,684 0,0347 

6  Herschel-Bulkley 0,99999 0,052 0,020 0,901 0,0127 

7  Herschel-Bulkley 0,99998 0,187 0,099 0,838 0,0450 

8  Pseudoplást ico 0,99910 0,026 0,839 0,0111 

9  Herschel-Bulkley 0,99990 0,555 0,019 0,887 0,0139 

1 0  Herschel-Bulkley 0,99994 0,064 0,005 0,982 0,0052 

1 1  Herschel-Bulkley 0,99995 0,849 0,047 0,766 0,0202 

1 2  Dilatante 0,99965 0,022 0,002 1,127 0,0032 

1 3  Herschel-Bulkley 0,99999 0,071 0,028 0,857 0,0141 

1 4  Herschel-Bulkley 0,99994 0,120 0,035 0,838 0,0158 

1 5  Herschel-Bulkley 0,99996 0,073 0,026 0,865 0,0135 

1 6  Herschel-Bulkley 0,99997 0,052 0,020 0,889 0,0117 
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Ensaio Modelo 3 0  dias R²  

o  

( Pa)  K N 

ap ( Pa.s)  

( = 1 5 0  s- 1 )

1  Pseudoplást ico 0,99969 0,003 0,999 0,0030 

2  Herschel-Bulkley 0,99774 1,034 0,852 0,513 0,0678 

3  Pseudoplát ico 0,99991 0,025 0,848 0,0111 

4  Herschel-Bulkley 0,99980 0,008 0,980 0,0077 

5  Herschel-Bulkley 0,99943 1,372 0,379 0,538 0,0456 

6  Herschel-Bulkley 0,99997 0,041 0,023 0,879 0,0125 

7  Pseudoplást ico 0,99963 0,000 0,334 0,735 0,0885 

8  Pseudoplást ico 0,99944 0,029 0,806 0,0110 

9  Herschel-Bulkley 0,99975 0,618 0,057 0,732 0,0200 

1 0  Herschel-Bulkley 0,99988 0,248 0,038 0,746 0,0122 

1 1  Herschel-Bulkley 0,99873 0,336 0,287 0,512 0,0260 

1 2  Dilatante 0,99970 0,039 0,001 1,179 0,0028 

1 3  Herschel-Bulkley 0,99987 0,104 0,032 0,851 0,0157 

1 4  Herschel-Bulkley 0,99986 0,112 0,060 0,780 0,0206 

1 5  Herschel-Bulkley 0,99999 0,052 0,022 0,887 0,0127 

1 6  Pseudoplást ico 0,99998 0,000 0,030 0,849 0,0139 

o:  Tensão inicial de cisalham ento (Pa) , k= índice de consistência, n= índice de escoam ento, ap:  viscosidade 

aparente calculada à deform ação = 150 s- 1 (para m ast igação de alim entos) .    

Pela Figura 1 é possível notar que os ensaios 1 (at ipicamente) , 5 e 7 

apresentam  as maiores viscosidades aparentes ( ap) , sendo que a do ensaio 1 

decresceu do tem po 0 a 10 dias, chegando a valores bem  inferiores aos dos out ros 

ensaios. A viscosidade do ensaio 7 aumentou durante toda a vida-de-prateleira. E do 

ensaio 5 há um  pequeno aumento até o 10º  dia, mas depois permaneceu prat icamente 

constante. 

Out ra propriedade reológica analisada foi a tensão inicial de cisalhamento ( o) , 

ou seja, a tensão exigida pelo produto para que ocorra o escoamento. Nota-se, pela 

Tabela 4, que as m aiores tensões ocorreram  nos ensaios 2 e 5, sendo que o ensaio 2 

teve um  aum ento no valor de tensão nos primeiros 10 dias, e depois ocorreu um  

declínio até o 30º  dia. E o ensaio 5 apresenta um  pequeno aumento até o 10º  dia, 

porém  seu valor permaneceu constante até com pletar os 30 dias de vida-de-prateleira. 

Os índices de escoamento (n)  e consistência (k)  são most rados na Tabela 4. 

Notou-se que o k aumentou a part ir  do 10º  dia para os ensaios 2, 5, 7 e 11, e nos 

out ros ensaios, os valores permanecem  constantes. O n dim inuiu para os ensaios 2, 5, 

10 e 11 durante toda a vida-de-prateleira, sendo que para o ensaio 12 houve 

Cont inuação da Tabela 4
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dim inuição apenas até o 10º  dia. O ensaio 12 apresentou os menores k e os m aiores 

n, o que se explica por ser um  experimento com  todas as variáveis no nível -1 do 

delineam ento experimental, tornando-o o pior dos ensaios em  relação à estabilidade. 

Nos out ros ensaios n perm aneceu prat icamente constante.             

Figura 1 . Viscosidade aparente (Pa.s)  do Placket t  & Burman durante a vida-de-

prateleira. 
Teles e Flôres (2007)  encont raram  com portamento tanto de fluido Herschel-

Bulkley em  iogurtes elaborados com  leite em  pó, quanto pseudoplást icos quando 

adicionados com  diferentes espessantes, onde os parâmet ros reológicos oscilaram  

ent re 0,12 e 2,27 Pa para o, 0,04 e 2,57 para k e 0,19 e 0,73 s-1 para n, os iogurtes 

não cont inham  sacarose. 

Na Tabela 5 é apresentado o resumo dos efeitos principais, os coeficientes de 

variação explicada (R2)  e as variáveis que apresentaram  significância (p 0.1)  para 

cada uma das oito respostas do delineamento experim ental Placket t  & Burm an 

relacionadas à estabilidade do produto simbiót ico para 0, 10 e 30 dias de vida de 

prateleira. No 10º  dia de estocagem  foram  verificadas as maiores mudanças em  todas 

as respostas, isto pode ser observado tam bém  pelos efeitos das variáveis. 

At ravés do cálculo dos efeitos principais e o erro padrão (p 0.1)  para o produto 

term inado logo após a ferm entação, a Contagem  Total (CT) , o lactato de cálcio 

apresentou efeito negat ivo, ou seja, que quanto maior a concent ração de lactato 

adicionada m enor a CT. Os FOS e a polidext rose apresentaram  efeito posit ivo, 

indicando que quanto m aior adição destes prebiót icos (dent ro das faixas do estudo) , 

m aior a CT. No entanto no 10º  dia de estocagem  só a proporção de lactato de cálcio e 
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a sacarose m ost raram  efeito posit ivo. No entanto, para 30 dias de prateleira, nenhum a 

variável apresentou efeito significat ivo indicando que após esse período de 

armazenamento at ingiu-se estabilidade m icrobiana.  

Tabela 5 . Resumo dos efeitos das variáveis independentes e coeficiente de 

variação explicada para as respostas do delineam ento experimental Placket t  & Burm an 

na estabilidade do simbiót ico de soja durante vida de prateleira.  

Efeitos est im ados nas Respostas 

        

Var iáveis 
independentes                 

Y1  =  
Sin 

Y2  =  
EPS 

Y3  =  
CT 

Y4  =  
Bif 

Y5= ap Y6= o Y7  =  k Y8  =  n 

0  dias 
R2 0,8795 0,6972 0,8482 0,7621 0,4098 0,8182 0,5139 0,6295 
Média 0 ,1 3  3 ,6 6  9 ,9 3  9 ,2 2  0 ,0 1 6  0 ,1 3 6  0 ,0 6 3  0 ,9 0 2  
x1= Proporção LR -0,01 0,32 -0,10 -0,09 0,010 0,101 0,112 -0,057 
x2 = % Sacarose - 0 ,0 8  2 ,4 7  0 ,5 4  -0,06 0,000 0 ,1 9 5  -0,093 -0,141 
x3 =  % Lactato de Ca 0 ,1 3  0,03 - 0 ,4 2  - 0 ,9 1  0,008 - 0 ,2 5 6 0,117 -0,086 
x4 =  % EHsoja -0,03 0,89 0,18 0,07 -0,002 0 ,1 7 7  -0,100 -0,078 
x5 = % FOS - 0 ,0 6  -0,24 0 ,6 3  0 ,7 6  -0,008 0,039 -0,109 -0,076 
x6 = % Polidext rose - 0 ,0 4  1 ,8 2  0 ,5 6  0,27 -0,010 - 0 ,1 1 7 -0,112 -0,047 

1 0  dias 
R2 0,8606 0,5520 0,7632 0,7050 0,9054 0,8709 0,9129 0,8046 
Média 0 ,1 5  4 ,7 3  1 0 ,1 1  9 ,4 4  0 ,0 1 9  0 ,3 2 9  0 ,0 3 8  0 ,8 7 5  
x1= Proporção LR -0,03 -0,98 0 ,5 1  -0,27 0,002 0 ,2 8 8  0,014 -0,020 
x2 = % Sacarose - 0 ,0 8  6 ,1 9  0 ,9 3  1 ,0 2  0 ,0 2 4  0 ,6 1 2  0 ,0 6 1  - 0 ,1 6 2
x3 =  % Lactato de Ca 0 ,1 3  2,98 0,16 -0,27 - 0 ,0 0 8  - 0 ,7 4 5 - 0 ,0 2 4 0,038 
x4 =  % EHsoja - 0 ,0 6  2,40 0,35 0 ,6 1  0 ,0 2 0  0 ,4 9 6  0 ,0 5 2  - 0 ,1 3 2
x5 = % FOS - 0 ,0 8  -0,75 0,25 0,21 - 0 ,0 0 7  -0,121 -0,013 -0,034 
x6 = % Polidext rose -0,03 -0,35 0,27 0,35 -0,001 -0,256 -0,015 0,003 

3 0  dias 
R2 0,8100 0,7093 0,5648 0,4552 0,7500 0,9003 0,8172 0,6823 
Média 0 ,1 8  3 ,7 2  9 ,8 0  8 ,8 9  0 ,0 2 6  0 ,2 7 1  0 ,1 0 7  0 ,8 0 2  
x1= Proporção LR 0,01 -1,61 0,28 -0,50 -0,003 0 ,3 4 7  0,016 -0,027 
x2 = % Sacarose - 0 ,0 7  5 ,1 1  0,51 0,32 0 ,0 3 7  0 ,3 7 6  0 ,2 1 4  - 0 ,2 1 1
x3 =  % Lactato de Ca 0 ,1 6  2,33 0,45 0,33 -0,009 - 0 ,6 6 4 - 0 ,1 1 8 0 ,1 4 6  
x4 =  % EHsoja -0,05 2,53 0,43 0,52 0 ,0 3 2  0 ,4 5 7  0 ,1 3 5  - 0 ,1 4 4
x5 = % FOS - 0 ,0 6  -1,32 -0,52 -0,38 -0,014 0,082 -0,077 -0,061 
x6 = % Polidext rose -0,02 2,74 -0,60 -0,26 0,006 - 0 ,2 6 4 -0,010 -0,075 

 

*  Em  negr ito apresentam -se as variáveis com  efeito signif icat ivo (p< 0,1)  sobre as respostas para 

estabilidade, calculados at ravés do SS residual. Sin=  sinérese, EPS= exopolissacarídeo, CT=  contagem  total, 

Bif= contagem  de bifidobactér ia, ap=  viscosidade aparente, o=  tensão inicial de deform ação, k= índice de 

consistência, n= índice de escoam ento.  

Já para a manutenção da Bifidobactéria  Bif -  (B. longum  BL04)  o lactato de 

cálcio apresentou efeito significat ivo negat ivo e somente os FOS apresentaram  efeito 

posit ivo e significat ivo. No entanto, após 10 dias foram  a sacarose e o ext rato de soja 

as variáveis que t iveram  efeito e posit ivo. Após 30 dias de prateleira nenhuma variável 
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m ost rou efeito significat ivo na m anutenção da bifidobactéria, most rando que as 

contagens da bifidobactérias até os 30 dias são estáveis. 

A sacarose seguida pela polidext rose são as variáveis com  maior efeito posit ivo 

(p 0.10)  sobre o EPS no produto final (0 dias de prateleira) , porém  após 10 e 30 dias 

só a sacarose tem  efeito posit ivo e os FOS um  pequeno efeito negat ivo na resposta no 

final da estocagem. Pode-se observar que o teor de EPS não se encont ra associado à 

estabilidade do produto nem  à quant idade de inóculo de L. rhamnosus ( sem  efeito na 

resposta) . Com  isto, seria interessante estudar o inóculo do L. rham nosus na 

fermentação numa faixa m enor, com  o objet ivo de adicionar o m ínimo necessário para 

at ingir  uma boa estabilidade. 

O lactato de cálcio most rou o maior efeito significat ivo posit ivo sobre a resposta 

sinérese:  os ensaios com  menor porcentagem  de sinérese não o apresentavam . Out ros 

fatores com  efeito significat ivo negat ivo foram  sacarose, FOS e polidext rose. A 

sinérese aum entou em  m édia de 13%  para 18%  ao longo dos 30 dias de vida de 

prateleira. O lactato afeta altamente a estabilidade quanto à sinérese, contagens e 

propriedades reológicas, porém  as amost ras apresentam  uma leve m elhoria na 

estabilidade do pH durante a vida-de-prateleira. I sto sugere estudos numa faixa 

inferior à estudada levando em  consideração o procedimento de adição, pois a proteína 

precipita rapidamente quando o lactato não é adicionado vagarosam ente e a baixas 

temperaturas no ext rato de soja.  

Com o pode ser observado na Tabela 5, para a viscosidade aparente, no dia zero 

de prateleira, não houve variáveis com  efeito significat ivo, porém  após 10 dias a 

sacarose e o ext rato de soja most raram  efeito posit ivo e o lactato de cálcio e os FOS 

negat ivo. Já aos 30 dias de estocagem  só as variáveis sacarose e ext rato de soja 

apresentaram  efeito significat ivo e posit ivo, cuja média aumentou de 0,02 para 0,03 

Pa.s. I sto m ost ra que com  o tempo de armazenamento cont inuam  ocorrendo diversas 

interações quím icas ent re os com ponentes e a at ividade metabólica das bactérias 

láct icas cont inua causando mudanças no pH do meio, na est rutura das proteínas da 

soja, os EPS e como conseqüência na consistência e viscosidade dos produtos 

fermentados.   

As variáveis com  efeito significat ivo no tem po zero para o o foram  a sacarose e 

o ext rato de soja com  efeito posit ivo e o lactato de cálcio e a polidext rose com  efeito 

negat ivo. Os ensaios 6, 7 e 10 form ulados com  polidext rose e lactato apresentaram  os 

m enores valores para o, porém, os ensaios 2 e 5 elaborados com  12%  de sacarose, 

10%  ext rato de soja e sem  lactato obt iveram  os maiores resultados de o. O ensaio 9 
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contendo polidext rose (4% )  e ext rato de soja (10% ), na ausência de sacarose e de 

lactato de cálcio, apresentou um  valor intermediário de o. No 10º  dia a proporção de 

L. rhamnosus assim  com o a sacarose e o ext rato de soja t iveram  efeito posit ivo e só o 

lactato negat ivo no o. Após 30 dias todas as variáveis, com  exceção dos FOS, 

apresentaram  efeito sobre o o, sendo que a proporção de L. rham nosus a sacarose e 

o ext rato de soja foram  posit ivos para o o. Os ensaios 2 e 5, inoculados com  a 

condição 30: 10/ 60 dos lactobacilos, apresentaram  os maiores valores de o, parâmet ro 

que define os fluidos Herschel-Bulkley, característ ico de alguns iogurtes como descrito 

por Teles e Flôres (2007) . Observou-se que a m édia do o aumenta de 0,16 para 0,27 

Pa de 0 a 30 dias de prateleira, conform e o ap.   

Na Tabela 5, observa-se que para os índices reológicos k e n aconteceu o 

m esmo fenômeno que para o no dia zero de prateleira, ou seja, não houve variáveis 

com  efeito significat ivo sobre elas. Já no 10º  dia a sacarose e o ext rato de soja t iveram  

efeito posit ivo no k e negat ivo no n, e, o lactato de cálcio teve efeito negat ivo sobre o 

k e posit ivo sobre o n. Os efeitos das variáveis foram  semelhantes após 30 dias de 

estocagem  para k e n. As m édias de k dim inuíram  de 0,06 para 0,04 no 10º  dia e 

aumentaram  para 0,11 no 30º  dia de prateleira, enquanto que as m édias do n 

dim inuíram  de 0,90 para 0,88 no 10º  dia e para 0,80 no 30º  dia. Pode-se observar que 

a tendência geral foi o aumento da viscosidade ao longo da vida de prateleira.  

De acordo com  as anteriores observações, é possível analisar que os ensaios 

que apresentaram  melhor estabilidade global ao longo dos 30 dias de vida de 

prateleira foram :  2, 5, 9 e 11 em  relação a sinérese, característ icas reológicas e 

viabilidade e as variáveis que afetam  mais posit ivam ente a estabilidade são a 

sacarose, o ext rato de soja os FOS e a polidext rose, enquanto o L. rhamnosus só teve 

efeito posit ivo na contagem  total e no o, que caracteriza os fluidos Herschel-Bulkley. 

5 .3 .2 . Análise sensorial  

Os testes sensoriais afet ivos realizados t iveram  com o objet ivo comparar os 

ensaios que obt iveram  as melhores característ icas de estabilidade durante a vida-de-

prateleira a part ir  do delineam ento experimental Placket t  & Burm an desenvolvido 

neste estudo. Estes testes afet ivos visaram  conhecer o nível de aceitação e intenção de 

com pra pelo público alvo dos ensaios selecionados, dada a expectat iva de uma 

possível com ercialização.  

Com  esta finalidade, os ensaios 2, 5, 7, 9 e 11 foram  avaliados 

com parat ivamente o ensaio 15, um  dos pontos cent rais do delineamento. Estes 

ensaios tam bém  foram  comparados a uma amost ra chamada de Cont role, a qual foi 
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elaborada nas condições não ot im izadas de estabilidade, ou seja, sem  conter L. 

rhamnosus ( segundo form ulação ut ilizada nos capítulos 2 e 3 desta tese)  com  teor de 

prebiót icos estabelecido a prior i,  porém  nas condições ot im izadas de sabor e doçura 

ideal (Mondragón-Bernal,2005)  (Cap 2) .   

Com o pode ser observado na Tabela 6, as m édias dos testes sensoriais 

afet ivos de aceitação global mostram  que o t ratamento cont role apresentou sempre 

uma média de notas altas em  todas as característ icas avaliadas. Os ensaios 2, 5, 9 e 

11 não apresentaram  diferenças estat ist icamente significat ivas (p< 0,05)  em  relação ao 

Cont role. O ensaio 7 (contendo lactato de cálcio)  apresentou diferença significat iva 

(p< 0,05)  em  relação ao Cont role somente em  relação à aparência e consistência. O 

ensaio 15 se m ost rou estat ist icam ente diferente (p< 0,05)  ao Controle em  todas as 

característ icas estudadas:  aparência, sabor, doçura, consistência e im pressão global, 

conform e o esperado.   

Tabela 6 . Testes afet ivos de aceitação sensorial para os ensaios com  melhores 

característ icas de estabilidade durante a vida-de-prateleira a part ir  do delineamento 

experimental Placket t  & Burm an.  

Ensaio*
Aparência  
Média* *  

Sabor  
Média 

Doçura  
Média 

Consistência 
Média 

I m pressão 
Global  
Média 

2 6,33± 2,14 a 5,20± 2,09 a 5,86± 2,53 a 5,80± 2,35 ab 5,34± 2,12 a 

5 5,46± 1,95 ac 5,52± 1,80 a 5,84± 2,16 a 5,50± 1,89 abc 5,65± 1,64 a 

7 4,63± 1,91 d 4,19± 2,36 ab 5,48± 2,14 a 4,23± 2,17 bc 4,29± 2,01 ab 

9 6,39± 2,01 a 4,91± 2,22 ab 5,52± 2,19 a 5,75± 2,25 ab 5,22± 2,13 a 

11 6,11± 1,82 ab 5,61± 2,17 a 6,12± 2,20 a 4,79± 2,35 abc 5,50± 2,19 a 

15 4,87± 2,03 bcd 3,44± 2,09 b 3,40± 2,07 b 4,10± 1,88 c 3,48± 1,79 b 

Cont role 6,69± 1,96 a 5,47± 2,27 a 6,08± 2,27 a 6,01± 2,39 a 5,83± 2,02 a 

*  A com posição dos ensaios foi realizada de acordo com  a Tabela 3.  

* * Médias com  let ras iguais nas colunas, não diferem  significat ivam ente ent re si a p 0,05.    

As notas médias mais altas dadas pelo público alvo foram  para a aparência da 

amost ra cont role com  escores de 6,69, doçura do ensaio 11 com  nota 6,12 e 

consistência do Cont role com  média 6,01. Gostaram  ligeiramente do sabor das 

amost ras sendo a maior média 5,61 para o ensaio 11 (com  m enor teor de soja, 6% ) , 

e, da impressão global, com  5,83 para a am ostra cont role. Os provadores desgostaram  

ligeiramente do sabor, doçura e impressão global do ensaio 15 (com  6%  de sacarose e 
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8%  de EHsoja) , com  notas inferiores a 3,5, sendo que nem  gostaram  nem  

desgostaram  da aparência e da consistência (médias de 4,87 e 4,10 respect ivamente) .  

Ressalta-se que o ensaio 9, produto sem  sacarose e adoçado com  associação 

de edulcorantes hipocalóricos em  m agnitude edulcorante igual a 12%  de sacarose 

(Cap.2. parte 2) , é um  protót ipo interessante na versão light  ou diet  em  sacarose. O 

ensaio 9 apresentou boas característ icas de estabilidade durante vida-de-prateleira de 

30 dias e sensorialmente não apresentou diferenças significat ivas com  a am ost ra 

cont role, most rando aceitação e intenção de com pra pelo público alvo.  

Na tabela 7, são most radas as médias da at itude de compra para os ensaios, 

sendo que as respostas apresentaram  comportamento sim ilar às de aceitação. Valores 

acima de 3,5 indicam  que os consum idores potenciais provavelmente comprariam  o 

produto, a maior média foi para o Cont role (3,59) . Médias ent re 2,5 e 3,5 significam  

que há dúvida por parte dos consum idores quanto à sua intenção de com pra (ensaios 

2, 5, 9 e 11) . As médias dos ensaios 7 e 15 indicam  que provavelmente não os 

com prariam.   

Tabela 7 . Teste afet ivo de intenção de com pra pelo público alvo para os ensaios com  

m elhores característ icas de estabilidade durante a vida-de-prateleira a part ir  do 

delineam ento experim ental Placket t  & Burman.  

Ensaio*  Média 
%  

C+ P* *  
%  

C+ P+ D* * *  
2 3,34 ±  1,15 53,1%  78,1%  
5 3,38 ±  1,01 50,0%  84,4%  
7 2,44 ±  1,16 28,1%  40,6%  
9 3,03 ±  1,15 43,8%  71,9%  

11 3,22 ±  1,18 40,6%  65,6%  
15 2,03 ±  1,03 9,4%  25,0%  

Cont role 3,59 ±  1,07 62,5%  81,3%  
*  A com posição dos ensaios foi realizada de acordo com  a Tabela 3. 

* * %  dos provadores ent re os que certam ente e provavelm ente comprariam  o produto 

* * *  %  dos provadores ent re os que certam ente com prariam , provavelm ente com prar iam  e 

apresentam  dúvida para comprar o produto.  

Deve-se ressaltar o fato de que as médias não apresentaram  um  

com portamento norm al e são o resultado tanto de notas altas como de baixas dadas 

pelos provadores para cada amostra. Essas diferenças geralmente decorrem  do fato de 

que provadores ut ilizam  diferentes partes da escala para expressar suas im pressões.  

Em  term os de porcentagem  quanto à at itude de com pra , as amost ras 

Cont role e os ensaios 2 e 5 obt iveram  as maiores porcentagens da população ent re os 

que provavelmente e certamente comprariam  o produto, sendo 62,5% , 53,1%  e 
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50,0% , respect ivamente. Já para os ensaios 2, 5, 9,11 e Cont role as percentagens da 

população que estão ent re duvidar e certam ente comprar o produto são 78,1% , 

84,4% , 71,9, 65,6 e 81,3% , respect ivamente, tal como representado na Figura 2. Os 

ensaios 7 e 15 apresentaram  porcentagens inferiores a 40 %  na intenção de compra 

por parte dos provadores. 
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Figura 2 . Dist r ibuição das percentagens dos consumidores potenciais do produto 

quanto à at itude de com pra.   

5 .4 . CONCLUSÃO 

A sacarose, o ext rato de soja e os prebiót icos FOS e polidext rose foram  as 

variáveis que apresentaram  m elhor efeito significat ivo na maioria das respostas de 

estabilidade durante vida-de-prateleira, sendo possível adicionar- los nas quant idades 

dos pontos cent rais ou maiores. Essas variáveis favorecem  a m anutenção dos 

probiót icos, as característ icas reológicas e a m enor sinérese. O ensaio 7 (contendo 

lactato de cálcio)  apesar de apresentar alta sinérese é um  produto interessante dadas 

as altas contagens e característ icas reológicas observadas, porém  teve pouca aceitação 

sensorial pelo público alvo. O agente tamponante lactato de cálcio apresentou o m aior 

efeito significat ivo sobre a resposta sinérese, os ensaios com  menor porcentagem  de 

sinérese não o apresentavam, também  afetou negat ivamente a estabilidade quanto a 

viabilidade dos lactobacilos e propriedades reológicas, com  leve m elhoria na 

estabilidade do pH e nas contagens de bifidobactéria durante estocagem, portanto se 

sugere realizar estudos com plementares para a adição do lactato. 
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Os m elhores ensaios para o estudo da estabilidade durante 30 dias de vida de 

prateleira para o alimento simbiót ico de ext rato de soja, se caracterizaram  por não 

conter lactato de cálcio e conter as quant idades m áximas de sacarose (12% )  e ext rato 

de soja (10% )  em pregadas neste estudo. Um  produto contendo só 6%  de soja e 

polidext rose 4%  tam bém  m ost rou boas respostas de estabilidade e a m elhor avaliação 

quanto à doçura e sabor. Estes produtos apresentaram  menor sinérese e os 

parâm etros reológicos permaneceram  mais estáveis durante a vida-de-prateleira, mas 

também  a maior queda de pH durante os prim eiros 10 dias, justamente por não 

apresentarem  o agente tam ponante. As contagens dos probiót icos mant iveram-se em  

ót imas concent rações garant indo a funcionalidade do produto. Todos esses ensaios 

t iveram  aceitação sensorial e intenção de com pra pelo público alvo, especialmente 

para os simbiót icos que foram  elaborados com  a maior proporção de L. rhamnosus.  

Out ro sim biót ico elaborado com  menor proporção de L. rhamnsous,  12%  de EHsoja, 

4%  de FOS, 4%  de polidext rose, sem  lactato de cálcio e sem  sacarose, porém  adoçado 

com  associação de edulcorantes hipocalóricos, é um  protót ipo interessante na versão 

light  ou diet  em  sacarose já que apresentou boas característ icas de estabilidade 

durante vida-de-prateleira de 30 dias em  todas as respostas, sensorialm ente não 

apresentou diferenças significat ivas com  a amost ra cont role e most rou aceitação e 

intenção de compra pelo público alvo. 
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CAPÍ TULO 6 .    

6 . TESTES I N  VI TRO DE RESI STÊNCI A DE PROBI OTI COS ÀS 

CONDI ÇÕES SI MULADAS DO TRATO GASTROI NTESTI NAL     

Parte dos resultados deste capítulo foram  apresentados com o:   

Teste terapêut ico de digest ibilidade para alim entos sim biót icos a base de 

ext rato de soja .  Autores:  Mondragón-Bernal, Olga;  Ferreira-Perina, Maria Fernanda;  

Maugeri, Francisco;  Rodrigues, Maria I sabel. Apresentado como resumo e pôster no 7 th 

Brazilian Meet ing on Chem istry of Food and Beverages  Lorena/ SP/ Brasil,  3 a 7 de 

Dezembro de 2008       

Navega com as mãos colocadas nos remos e os olhos nas estrelas ( Yamile Alberb) 
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6 . TESTES I N  VI TRO DE RESI STÊNCI A DE PROBI OTI COS ÀS CONDI ÇÕES 

SI MULADAS DO TRATO GASTROI NTESTI NAL   

RESUMO  

Para serem  efet ivos, os m icrorganismos probiót icos devem  preencher diversos 

requisitos. Devem  ser capazes de ult rapassar várias barreiras até o local onde deverão 

atuar e m anter-se viáveis e em  alto número. Ent re estas barreiras estão:  a resistência ao 

suco gást rico, resistência à bílis, resistência à lisozim a, persistência no t rato intest inal 

humano. Neste estudo foram  com paradas duas marcas comerciais de iogurtes probiót icos 

a base de leite (cont roles)  e 5 t ratamentos de alimentos sim biót icos fermentados à base 

de soja selecionados ent re 16 dos que apresentaram  as melhores característ icas de 

estabilidade durante vida-de-prateleira no Capítulo 4. Foram  realizados testes de 

resistência a sucos digest ivos sim ulados in v it ro,  sendo:  saliva, suco gást r ico, suco 

intest inal e suco pancreát ico. Os alim entos simbiót icos fermentados a base de soja foram  

digeridos e foram  ret iradas amost ras em  duplicata em  diferentes tem pos de exposição e 

realizada contagem  em  placa, análise de açúcares pelo método de DNS e polissacarídeos 

pelo método de Ant rona após sua ext ração alcoólica. Em  todas as digestões foi observada 

uma alta at iv idade de t ransformação de polissacarídeos e açúcares. O t ratamento sem  

sacarose contendo polidext rose e FOS, apresentou os melhores resultados de resistência 

às condições simuladas in vit ro do t rato gast rointest inal (TI )  most rando-se como produto 

diet  em  sacarose e fonte de fibras. Os t ratamentos contendo sacarose e polidext rose, e, 

contendo sacarose e FOS, most raram  bons resultados com  redução m enor que 35%  em  

relação às contagens iniciais. As amost ras comerciais apresentaram  as menores 

tolerâncias com  perdas nas contagens de 69%  e os t ratamentos contendo sacarose, 

polidext rose e menor teor de soja, e, só com  sacarose obt iveram  menos do que 40%  de 

perdas.   

6 .1 . I NTRODUÇÃO 

Probiót icos, prebiót icos (como os oligossacarídeos)  e sim biót icos modificam  a 

com posição da m icrobiota intest inal, restaurando o balanço m icrobiano e, 

conseqüentem ente, têm  o potencial de t razer benefícios à saúde, sendo assim  

considerados alimentos funcionais (Roberfroid et  al. ,  1998, Mat t ila-Sandholm  et  al.  

2002) . Substâncias prebiót icas são ingredientes aliment ícios não digeríveis fermentados 

por grupos selecionados de bactérias benéficas. Probiót icos são suplem entos aliment ícios 
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que apresentam  alto teor de m icrorganismos vivos que vão atuar em  toda a extensão do 

t rato gast rointest inal, afetando de forma benéfica o animal hospedeiro, pela m elhora do 

balanço da m icrobiota intest inal (Guarner, 1998) . 

O uso de espécies probiót icas j unto com  substâncias prebiót icas fornece um  efeito 

com binado, nomeado "simbiót ico (Crit tenden et  al.  2001) . A legislação estabelece que os 

produtos funcionais contendo bactérias probiót icas, como os sim biót icos, para 

apresentarem  efeito terapêut ico ót imo, devem  possuir como mínimo 107 UFC/ mL de 

probiót icos e até o prazo de validade como m ínimo 106 UFC/ m L (ANVI SA, 2002) . Os 

alimentos funcionais contendo prebiót icos devem  suprir  o requerimento diário de 8 g/ dia 

(Yun, 1996;  Modler, 1994) . Em  relação às fibras alimentares, um  alim ento com  alegação 

de fonte de fibras deverá conter no m ínimo 3,0g/ 100g para alimentos sólidos e 1,5 

g/ 100mL para alimentos líquidos;  já para alegação de alto teor de fibras um  alimento 

sólido terá no m ínimo 6,0 g/ 100g e um  líquido 3,0 g/ 100mL (ANVI SA, 1999) .  

Ent re os principais efeitos benéficos e terapêut icos at r ibuídos ao consumo de 

simbiót icos estão a manutenção do balanço da m icrobiota intest inal, antagonismo ao 

crescimento de patogênicos, est im ulação do sistema imunológico e redução da 

intolerância à lactose, beneficiando assim  a saúde ao aumentar a proteção cont ra 

infecções intest inais e prevenindo diversas doenças, ent re out ros benefícios (Mat t ila-

Sandholm  et  al.  2002) . 

As alegações sobre benefícios à saúde humana colocadas nos rótulos de alimentos 

funcionais geram  expectat ivas que podem  levar o consum idor a adquir ir  o produto. A 

legislação é cada vez mais r igorosa quanto ao uso de alegações, por isso, os produtos 

funcionais e wellness drinks devem  ser desenvolvidos com  base em  pesquisas bem  

fundam entadas (ANVI SA, 1999, Behrens, 2002) . 

Desta forma, é de grande importância que uma vez com provada a propriedade 

funcional de um  alimento, a informação desta propriedade seja feita com  ét ica e 

objet ividade, de forma que não som ente promova as vendas do produto, mas que, 

sobretudo, respeite e beneficie o consumidor (Behrens, 2002)  

Segundo Morelli (2007)  a seleção de novas bactérias probiót icas por m eio de testes 

in vit ro apresenta um  desafio para os cient istas, assim  como para as com panhias 

produtoras de bebidas funcionais. Atualmente, a m aioria de probiót icos é analisada 

usando testes focados na sua habilidade de sobreviver no am biente gast rointest inal e a 

subseqüente colonização. 

Um  grande número de novas espécies de lactobacilos e bifidobactérias tem  sido 

previamente isolado de amost ras fecais de neonatos e diferentes grupos etários, 



Cap. 6 

__________________________________________________________________  

155

ident ificados genet icamente, e avaliadas in vivo ou in vit ro,  sendo algum as delas 

Lactobacilli spp e Bifidobacterium  em  vista da sua aplicação como probiót icos. A 

reint rodução destes grupos m icrobianos no hospedeiro é feita por meio de administ ração 

de espécies selecionadas, que deverão estar em  números elevados e viáveis no momento 

do consumo. Um  probiót ico de amplo espect ro deve conter m icrorganism os que vão atuar 

em  toda a extensão do t rato gast rointest inal. Para exercerem  efeitos probiót icos, essas 

bactérias devem  ser capazes de se aderir  à superfície da m ucosa intest inal (Owerhand et  

al. ,  1999, Fooks et  al. ,  1999, Stanton et  al. ,  2001) . 

Para serem  considerados alim entos probiót icos, os m icrorganismos devem  ser 

capazes de ult rapassar várias barreiras até o lugar em  que deverão atuar. Muitos autores 

(Tamim e et  al.,  1995, Jan, et  al.  2002;  Leverr ier et  al. ,  2005, Mishra & Prasad, 2005, 

Morelli,  2007)  sugerem  que um a linhagem  probiót ica poderia ser analisada e selecionada 

de acordo com  os seguintes cr itér ios:   

( i) ser de origem  humana,  

( ii) poder sobreviver durante o t rânsito estomacal, resistência ao suco gást r ico,  

( iii) ser tolerante às sais biliares, resistência à bílis, 

( iv) resistência à lisozima 

(v) ter aderência ao tecido epitelial do intest ino 

(vi) persistência no t rato intest inal humano  

Mat t ila-Sandholm  et  al.  (2002)  destacam  que a evolução no desenvolvim ento de 

simbiót icos integrados precisa de estudos envolvendo sinergias específicas ent re 

ingredientes probiót icos e prebiót icos no t rato gast rointest inal (TI ) , e prebiót icos que 

adicionalmente protejam  os probiót icos durante a manufatura, estocagem, form ulação e 

t rânsito gast rointest inal, do cont role e liberação de probiót icos em  locais específicos no TI  

e, além  disso, prebiót icos ferm entescíveis mais lentamente e com  produção de ácidos 

graxos de cadeia curta (AGCC)  no cólon distal. Alguns exopolissacarídeos EPS-  

produzidos in situ por bactérias lát icas poderiam  cum prir  em  parte essas funções (Dupont  

et  al. ,  2000)  

6 .1 .1 . Sobrevivência durante o t rânsito estom acal  

Para at ingir  o intest ino, os probiót icos primeiro devem  passar pelo estômago, que 

fornece uma poderosa barreira para a ent rada no intest ino. Os prim eiros estudos de 

sobrevivência de bactérias láct icas ao ambiente gast rointest inal foram  focados na 

ident ificação de linhagens capazes de sobreviver, ent re muitas out ras espécies. Conway 

et  al.  (1987)  usaram  suco gást r ico obt ido de humanos voluntários para demonst rar que 

espécies de Streptococcus thermophilus e L. bulgaricus (L. delbrueckii subsp. bulgaricus)  
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são ext remamente sensíveis, a maioria das espécies entéricas de lactobacilos são mais 

resistentes, com  significat ivas variações ent re as linhagens.   

Publicações recentes têm  m ost rado que a sensibilidade das culturas do iogurte às 

condições ácidas pode reduzir a recuperação destas bactérias nas amost ras fecais de 

consum idores, mas houve um  número de células que foram  capazes de permanecer 

viáveis (Elli et  al. ,  2006;  Mater et  al.,  2005)  e isto tem  levado alguns pesquisadores a 

sugerir  que leites ferm entados contendo culturas viáveis poderiam  ter uma real ação 

probiót ica (Guarner et  al. ,  2005) . Linhagens pertencentes a espécies que norm almente 

habitam  o intest ino humano most raram  m elhor comportamento in vit ro quando foi 

analisada a sua resistência a baixos valores de pH, ou suco gást r ico sim ulado (Conway et  

al. ,  1987) . Ent retanto, essas espécies entéricas de lactobacilos, linhagens documentadas 

com  boa habilidade de colonização no intest ino humano, receberam  avaliações ruins em  

ensaios in vit ro por alguns autores (Charteris et  al. ,  1998;  Mishra & Prasad, 2005) . Esta 

discrepância ent re os resultados in v it ro e in vivo apontam  à necessidade de refinar este 

t ipo de testes. Como por exem plo, foi dem onst rada uma lim itada tolerância ao ácido por 

linhagens de L. paracasei spp in vit ro,  mas as m esmas espécies m ost raram  excelentes 

resultados in v ivo (Ohlson et  al. ,  2002) . Morelli (2007)  informa que a avaliação in vit ro da 

tolerância dos probiót icos a acidez parece ser um  modelo inadequado para testar o 

com portamento in vivo dessas linhagens. Somente linhagens que são ext remamente 

sensíveis à acidez in vit ro parecem  ser incapazes de sobreviver ao t ransito intest inal já 

que uma moderada resistência a pH baixo é necessária. No entanto, deve ser 

com provado ainda que altas resistências avaliadas in vit ro se correlacionem  com  

melhores habilidades de colonização. 

6 .1 .2 . Tolerância aos sais biliares 

A habilidade de sobreviver à ação dos sais biliares é geralmente incluída dent ro 

dos cr itérios usados para selecionar potenciais linhagens probiót icas. Num  estudo 

pioneiro, Gilliland et  al.  (1984)  most raram  que a resistência à bile pode difer ir  ent re 

linhagens de um a m esma espécie de lactobacilos entéricos e que esta diferença pode 

esclarecer diferenças na habilidade de colonização do t rato intest inal de bezerros. Cabe 

ressaltar que a preparação de bile usada por Gilliland et  al.(1984)  para os testes in v it ro 

foi oxgall ,  um  produto derivado de bile bovina. A mesm a preparação de bile foi usada 

por vários autores para avaliar a resistência a bile por bactérias probiót icas, lactobacilo 

ou bifidobactéria. Há m uito poucos dados disponíveis acerca do com portamento de 

linhagens quando provadas com  bile humana ou com  bile originária de out ras fontes. 

Porém , nenhum  dado perm ite avaliar a possível correlação ent re a origem  do animal 
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hospedeiro da bactér ia e a resistência à bile dessa bactéria. Morelli (2007)  quest ionou se 

seria possível, por exem plo, que um  Lactobacillus isolado de porco possa ser mais 

resistente à bile suína que out ra linhagem  pertencente à m esma espécie, porém  isolada 

de bezerros. Assim , recentemente testou, não somente com  oxgall,  m as também  com  

bile suína disponível com ercialmente, 10 linhagens de L. johnsonii isolado de hum anos 

( t rês linhagens) , bezerros (cinco isolados) , assim  como de porcos e aves (um  isolado de 

cada um) . Cinco linhagens de L. acidophilus (duas isoladas de hum anos e 3 de porcos)  

foram  também  incluídas nesse estudo. As linhagens foram  plaqueadas em  Agar MRS 

contendo preparado de bile e as contagens foram  com paradas com  placas contendo agar 

MRS na mesma diluição, porém  sem  conter bile. Os resultados m ost raram  que a bile 

suína teve m aior poder inibitór io que a bile bovina;  assim  o papel da espécie ficou mais 

longe de ser relevante do que a origem  ecológica, pois foi observado um  com portamento 

específico para cada linhagem.  

Diversos estudos da tolerância de probiót icos às condições gast rointest inais 

realizam  os testes separadam ente, expondo as linhagens em  estudo ao pH ácido do 

estômago ou a sais biliares, m udando às vezes o pH numa faixa pré-estabelecida ou a 

concent ração de bile. Neste estudo tentou-se simular as condições gast rointest inais in 

vit ro,  o mais semelhante possível às condições humanas, tendo em  conta os seguintes 

aspectos:  a seqüência na exposição dos fluidos digest ivos, os tempos de exposição, como 

também  a com posição quím ica, enzimát ica e o pH de cada um  dos sucos digest ivos aos 

que os probiót icos teriam  contato quando consum idos pelo organism o humano. Sendo 

assim  foram  elaborados sucos simulados in vit ro de saliva, suco gást r ico, suco 

pancreát ico e suco intest inal.  

Este estudo teve por objet ivos verificar a resistência dos probiót icos presentes em  

bebidas simbiót icas fermentadas a base de soja, às condições sim uladas do t rato 

gast rointest inal (TI )  in vit ro com  os ensaios do planejamento realizado no Capítulo 4 

deste estudo e que apresentaram  as m elhores característ icas de estabilidade durante 

vida-de-prateleira e com  duas marcas comerciais de alimentos probiót icos e sim biót ico.  

6 .3 . MATERI AL E MÉTODOS 

6 .3 .1 . Matéria- prim a 

Ext rato hidrossolúvel de soja (PROVESOL FB Olvebra I ndust r ial S/ A-Brasil)  6-10%  

p/ v, adicionado de ant iespumante sílica (5 ppm-Proceedings)  e agentes prebiót icos:  

frutooligossacarídeos (FOS-Raft ilose 95®  da Oraft i)  e polidext rose (Litesse®  da Danisco)  

foi esterilizado a 116° C, por 5 m inutos, resfriado, adicionado vagarosamente de solução 
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10%  (m/ v)  de lactato de cálcio (segundo a Tabela 1) , inoculado com  cultura(s)  

probiót ica(s)  e láct ica(s)  com  105 a 107 UFC/ mL, e incubado a 37°C.  

Os t ratamentos selecionados para testes de digest ibilidade foram  os que 

apresentaram  as melhores característ icas de estabilidade durante a vida-de-prateleira no 

estudo do Capítulo 4. A mat r iz e os níveis do delineamento experim ental Placket t  & 

Burman estão representados na Tabela 1 e os ensaios selecionados aparecem  m arcados 

com  asterisco ( * ) , sendo 2, 5, 7, 9, 11 e 15.  

Tabela 1 . Mat r iz do delineamento experimental Placket t  & Burman 

Var iáveis I ndependentes 

 

Ensaios 

I nóculo 

Proporção 

(L1L2: LR/ B)  

Sacarose 

(g/ 100m L)  

Lactato 

de Ca2+  

(g/ L)   

EHsoja 

(g/ 100m L)  

FOS 

(g/ 100m L)  

Polidext rose 

(g/ 100m L)  

1 1 (10: 30/ 60)  -1 (0)  1 (10)  -1 (6)  -1 (0)  -1 (0)  

2*  1 (10: 30/ 60)  1 (12)  -1 (0)  1 (10)  -1 (0)  -1 (0)  

3 -1 (30: 10/ 60)  1 (12)  1 (10)  -1 (6)  1 (4)  -1 (0)  

4 1 (10: 30/ 60)  -1 (0)  1 (10)  1 (10)  -1 (0)  1 (4)  

5*  1 (10: 30/ 60)  1 (12)  -1 (0)  1 (10)  1 (4)  -1 (0)  

6 1 (10: 30/ 60)  1 (12)  1 (10)  -1 (6)  1 (4)  1 (4)  

7*  -1 (30: 10/ 60)  1 (12)  1 (10)  1 (10)  -1 (0)  1 (4)  

8 -1 (30: 10/ 60)  -1 (0)  1 (10)  1 (10)  1 (4)  -1 (0)  

9*  -1 (30: 10/ 60)  -1 (0)  -1 (0)  1 (10)  1 (4)  1 (4)  

10 1 (10: 30/ 60)  -1 (0)  -1 (0)  -1 (6)  1 (4)  1 (4)  

11*  -1 (30: 10/ 60)  1 (12)  -1 (0)  -1 (6)  -1 (0)  1 (4)  

12 -1 (30: 10/ 60)  -1 (0)  -1 (0)  -1 (6)  -1 (0)  -1 (0)  

13 0 (20: 20: 60)  0 (6)  0 (5)  0 (8)  0 (2)  0 (2)  

14 0 (20: 20: 60)  0 (6)  0 (5)  0 (8)  0 (2)  0 (2)  

15*  0 (20: 20: 60)  0 (6)  0 (5)  0 (8)  0 (2)  0 (2)  

16 0 (20: 20: 60)  0 (6)  0 (5)  0 (8)  0 (2)  0 (2)  

*  Ensaios com  os m elhores resultados de estabilidade durante a vida-de-prateleira 

selecionados para testes de digest ibilidade in vit ro.  

Am ost ra comercial I  -  CI :  Act ifibras da Nest lé, a base de leite contendo 

Bifidobacterium  animalis. I ngredientes:  Leite reconst ituído integral, preparado de ameixa 

(água, xarope de açúcar, polpa de ameixa, fibra solúvel (dext rina resistente em  pó) , 

fosfato t r icálcico, am ido modificado, açúcar, vitam ina E, aromat izante, acidulante ácido 

cít r ico, corante caramelo) , conservador sorbato de potássio, espessante goma xantana, 

xarope de açúcar e fermento lácteo. Não contém  glúten. Tempo de estocagem:  9 dias 
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Am ost ra com ercial I I  -  CI I :  Biofibras da Batavo, a base de leite contendo 

Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium  lact is.  I ngredientes:  Leite desnatado e/ ou leite 

reconst ituído desnatado, preparado de ameixa (açúcar, água, fibras solúveis ( inulina) , 

polpa de ameixa, am ido m odificado, fibras insolúveis ( fibras de t r igo) , aroma idênt ico ao 

natural de ameixa fresca e conservante sorbato de potássio) , leite em  pó desnatado, 

fermentos lácteos e espessante gelat ina. Contém  glúten. Tempo de estocagem:  27 dias 

6 .3 .2 . Culturas Probiót icas e Láct icas  

Foram  estudadas as linhagens L. rhamnosus LR32, produtora de EPS, e os 

probiót icos padrão:  L. acidophilus LAC4, L. paracasei subsp paracasei LBC81 e 

Bifidobacterium  longum  BL04, gent ilm ente fornecidos pela Danisco. 

6 .3 .3 . Preparo dos ferm entados de ext rato hidrossolúvel de soja com  as culturas 

probiót icas.  

A part ir  de formulação pré-estabelecida pelo delineamento experimental Placket t  & 

Burman Tabela 1, suspensões de ext rato hidrossolúvel de soja estéril,  adicionadas de 

FOS e/ ou polidext rose, com  e sem  sacarose, foram  inoculadas com  m isturas de culturas 

láct icas e ferm entadas, sem  agitação, a 37º C até at ingir  pH 4,8-4,3 (aproximadamente 

16 h) . Ao térm ino da fermentação foram  armazenadas em  geladeira e ret iradas após 20 

dias, em  duplicata.  

6 .3 .4 . Testes de digest ibilidade: resistência a sucos digest ivos sim ulados in vit ro  

Foram  elaborados sucos digest ivos art ificiais conform e as m etodologias adaptadas 

de Hernaalsteens (2006)  e Crit tenden et  al.  (2001) .para avaliar a resistência das 

amost ras escolhidas (ensaios 2, 5, 7, 9 ,11, 15, do capítulo 4 desta tese, Comercial I  e 

Comercial I I )  à digestão. Todos os sucos sim ulados foram  preparados com  solução 

tampão, adicionados das enzim as e sais mais característ icos de cada solução digest iva na 

tentat iva de se aproxim ar o máxim o possível das condições reais. Todos os sucos 

digest ivos foram  esterilizados a fr io at ravés de filt ro de 0,2 m . 

a)  Saliva:  foi preparada com  0,33 g/ 100m L de -amilase fúngica (de A. niger)  e 

0,25 g/ 100mL de lisozima (ovo branco-Boehringer Mannhein-Merck) , a pH 6,0.  

b)  Suco gást r ico:  foi preparado com  0,32 g/ 100mL de pepsina (estôm ago bovino-

Medicamenta) , 0,20 g/ mL de lipase gást r ica (Ao Pharmaceut ico)  e 0,02 g/ m L de 

quimosina (Rennin chymosin da Sigma) , a pH 1,2.  

c)  Suco intest inal:  foi preparado com  0,33 g/ 100m L de sais biliares 

(Medicamenta) , 0,25 g/ 100mL de lactase (Ao Pharmaceut ico) , 0,25 g/ 100mL de 

invertase (Baker s yeast )  e 0,25 g/ 100mL de lisozima (Boehringer Mannhein) , a pH 8,0. 
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d)  Suco pancreát ico:  foi preparado com  0,83 g/ 100m L de pancreat ina 

(Medicamenta) , 0,10 g/ 100mL de t r ipsina e 0,02 g/ 100mL de lipase (Medicamenta) , a pH 

8,0. 

6 .3 .4 . Digestão in vit ro  

Os t ratamentos foram  feitos em  cinco etapas. Primeiramente colocou-se 9 mL de 

saliva sim ulada em  1mL de amostra e incubou-se a 37°C durante 5 m inutos, quando 

foram  acrescentados 10m L de suco gást r ico. Este foi deixado a 37°C por dois tem pos 

diferentes:  uma e t rês horas, sim ulando o tempo em  que o alim ento é digerido no 

estômago. Na terceira hora de digestão, acrescentou-se 5 m L de suco intest inal e 5m L de 

suco pancreát ico, que permaneceram  a 37°C também  por dois tempos diferentes, 

totalizando quat ro e oito horas de digestão. As amost ras foram  coletadas em  duplicata 

nos seguintes tempos:  cinco m inutos, uma, t rês, quatro e oito horas. Foi realizada 

contagem  em  placa, determ inação de açúcares e polissacarídeos. Para contagem  em  

placa as amost ras diger idas foram  diluídas em  água peptonada pH 6.0 e plaqueadas em  

meio MRS com  azul de anilina pH 6.0. Açúcares redutores e totais foram  determ inados 

pelo método espect rofotomét r ico  3,5-DNS (Miller, 1959)  e a análise de digestão de 

polissacarídeos foi feita pelo método da Ant rona (Silva, 2003)  após sua ext ração 

alcoólica. 

6 .3 .5 . Metodologia Analít ica 

6 .3 .5 .1 . Contagem  de colônias  

Foi feito plaqueamento em  profundidade em  meio ágar MRS com  0,01%  azul de 

anilina, incubação por 72h a 37º C, em  aerobiose e anaerobiose (Mondragón-Bernal et  al.,  

2005) . 

6 .3 .5 .2 .Separação de células 

Para cada mL de amost ra, foi adicionado 0,01 m L de ácido cít r ico 1M, cent rifugada 

a 9640 g durante 10 m in/ 5 °C para rem oção de células e proteínas. O sobrenadante foi 

div idido para análise de açúcares e EPS 

6 .3 .5 .3 . Determ inação de Açúcares Redutores ( AR) , Açúcares Redutores Totais 

( ART) , Açúcares Não Redutores ( ANR)  

Após a diluição adequada do sobrenadante, foi feita a determ inação de AR, ART 

pelo método do ácido 3,5-dinit rossalícílico (DNS)  (Miller, 1959) . A absorbância das 

amost ras foi m edida em  espect rofotômet ro Beckman Coulter DU640 a 540 nm . Os ANR 

foram  calculados pela diferencia ent re os resultados de ART e AR. 
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6 .3 .5 .4 . Determ inação de Exopolissacarídeos ( EPS)  

Ext ração do EPS Bruto. As enzimas presentes foram  inat ivadas em  banho a 100 

°C, por 10 m in. Os EPS foram  precipitados durante 12 h a 4° C, adicionando-se 5 volumes 

de etanol resfr iado. Cent r ifugou-se a 907 g, por 20 m in, foi re-dissolvendo o precipitado 

com  mais 2 volumes de álcool resfr iado e deixando-se por uma noite a 4° C. Cent r ifugou-

se a 907 g por 20 m in, ret irando-se o sobrenadante. Em  seguida, evaporou-se o álcool 

residual durante 3 h a 60 ° C e o EPS bruto foi re-dissolvido em  água para posteriores 

análises (Metodologia adaptada de Savadogo et  al.,  2004;  Goh et  al.,2005, Ruas-Madiedo 

et  al. ,  2006;  Grat tepanche et  al.,  2007) .  

Quant if icação de EPS pelo método da Ant rona. A reação foi feita em  tubo de 

ensaio contendo 1 mL de amost ra previamente diluída (0,01-0,1 g/ L)  e 4 mL do reat ivo 

Ant rona (0,2 g/ 100 mL de H2SO4) . I ncubou-se os tubos em  banho-m aria em  ebulição 

durante 10 m in e resfr iou-se em  banho com  gelo. As absorbâncias foram  medidas em  

espect rofotômet ro Beckman Coulter DU640 a 600nm  (Silva, 2003) . A curva padrão foi 

feita ut ilizando-se dext rana de peso molecular 9300 Da.  

Foram  preparados brancos de EPS de todos os componentes presentes no meio 

e a somatória dos não-EPS, foi subt raída no resultado final (Goh et  al 2005) .  

6 .4 . RESULTADOS E DI SCUSSÃO  

Nos testes de sobrevivência realizados com  os ensaios que obt iveram  os 

melhores resultados do delineamento experimental do capítulo 4, mais um  ponto cent ral 

e duas am ost ras comerciais, foram  analisados a resistência dos m icrorganismos à 

digestão, o m etabolism o dos açúcares ( redutores e totais)  e dos exopolissacarídeos.   

A Tabela 2 apresenta os resultados de açúcares redutores, AR (g/ L) , açúcares 

redutores totais, ART (g/ L)  e exopolissacarídeos EPS (g/ L)  das amost ras subm et idas a 

testes de resistência nas condições sim uladas do t rato gast rointest inal humano in vit ro.     
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Tabela 2 . Teor de açúcares redutores-AR (g/ L) , açúcares redutores totais-ART (g/ L)  e 

exopolissacarídeos-EPS (g/ L)  após digestão in v it ro de amost ras simbiót icas selecionadas 

em  sucos simulados do t rato gast rointest inal. 

Tratam ento digest ivo 
sim ulado 

Tem po 
( m in)  

Ensaio 
2  

Ensaio 
5  

Ensaio 
7  

Ensaio 
9  

Ensaio 
1 1  

Ensaio 
1 5  

Com ercial 
I  

Com ercial 
I I  

  

AR ( g/ L)  

Sem  Digerir  ( tem po 0)  0 29,1 28,7 107,5 16,7 17,0 60,7 66,5 35,2 

Saliva pH 6.0 (5 m in)  5 38,9 57,2 56,0 26,4 29,8 60,6 100,0 61,5 

Suco  gást r ico  pH 1.2 (1h)  60 107,0 82,8 93,5 46,8 53,9 89,9 119,5 88,6 

Suco  gást r ico pH 1.2 (3h)  180 96,6 86,4 83,7 52,7 34,9 87,5 150,5 93,5 

Suco intest inal +  
pancreát ico  pH 8.0 (4h)  

240 141,8 135,7 101,2 59,3 104,0 91,3 205,3 250,0 

Suco intest inal +  
pancreát ico pH 8.0 (8h)  

480 122,6 155,3 99,5 57,0 96,2 83,9 238,8 238,2   

ART ( g/ L)  

Sem  Digerir  ( tem po 0)  0 139,8 104,1 158,0 35,2 50,7 109,1 187,8 212,6 

Saliva pH 6.0 (5 m in)  5 150,1 188,8 131,8 100,9 200,3 106,1 233,2 253,4 

Suco  gást r ico  pH 1.2 (1h)  60 163,6 203,5 167,2 131,3 240,0 118,2 179,5 224,8 

Suco  gást r ico pH 1.2 (3h)  180 135,8 210,4 154,0 129,0 204,4 111,5 204,0 229,0 

Suco intest inal +  
pancreát ico  pH 8.0 (4h)  

240 174,3 201,8 175,3 121,2 218,7 140,9 161,9 276,4 

Suco intest inal +  
pancreát ico pH 8.0 (8h)  

480 140,4 211,7 167,0 120,7 221,0 129,4 210,0 242,6   

EPS g/ L 

Sem  Digerir  ( tem po 0)  0 1,2 4,0 10,8 1,4 0,8 3,2 13,6 8,5 

Saliva pH 6.0 (5 m in)  5 0,8 1,4 21,8 5,7 9,8 0,2 5,4 1,3 

Suco  gást r ico  pH 1.2 (1h)  60 12,0 0,0 0,0 11,5 0,0 27,9 0,4 0,0 

Suco  gást r ico pH 1.2 (3h)  180 7,4 0,0 0,0 9,8 0,0 10,2 0,6 0,0 

Suco intest inal +  
pancreát ico  pH 8.0 (4h)  

240 0,0 0,0 26,6 9,3 0,0 0,0 0,0 0,0 

Suco intest inal +  
pancreát ico pH 8.0 (8h)  

480 0,0 0,0 22,9 13,8 0,0 0,0 0,0 0,0 

* Todos os resultados são as médias das análises realizadas em  duplicata. 
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Na Figura 1a, observa-se que na prim eira hora de digestão houve um  aumento 

de açúcares redutores para todos os t ratamentos pela ação do pH e das enzimas 

presentes nas soluções digest ivas sim uladas. A part ir  da prim eira hora de digestão (saliva 

+  suco gást r ico) , ocorreu um a pequena queda e, ent re a terceira e quarta hora de 

digestão, ocorre novam ente um  aumento dos açúcares redutores. A part ir  da quarta 

hora, mant iveram -se prat icamente constantes. As amost ras comerciais foram  as que 

apresentaram  maior concent ração de açúcares ao final da digestão, indicando maior 

hidrólise, principalm ente em  condições do intest ino.  

Os ensaios 2, 5, 7, 9, 11 e 15, apresentaram  m enor concent ração de açúcares 

redutores (AR)  ao final, o que evidencia maior presença de fibras, pois ao não serem  

digeríveis elas se mantém  intactas, ficando disponíveis como alimento para as bactérias 

da m ibrobiota intest inal. A amost ra Comercial I  apresentou maior concent ração de 

açúcares redutores desde o início, o que indica m enor concent ração de fibras. A Figura 1b 

com para os ensaios nos períodos analisados. No tem po 0, onde não houve digestão, 

observou-se que o ensaio 1 apresentou a m aior concent ração de açúcares redutores. No 

final das oito horas de digestão, verificou-se que as amost ras comerciais apresentaram  

muito mais açúcares redutores do que os ensaios sim biót icos de soja.          

(a)       (b)  

Figura 1 . Teor de açúcares redutores AR (g/ L)  durante digestão simulada em  ensaios e 

amost ras com erciais (a)  em  relação ao tem po (b)  em  relação aos t ratam entos digest ivos.         

A Figura 2, ilust ra que o com portam ento dos açúcares redutores totais (ART)  foi 

semelhante ao dos AR. É conhecido que em  qualquer t ipo de ferm entação o norm al é não 

ocorrer aum ento de ART, somente dim inuição devido ao consumo dos m icrorganismos, 

porém  durante a digestão simulada com  os sucos gast rointest inais das bebidas 

simbiót icas de soja foi observado aumento de ART principalmente durante a digestão 

gást r ica e intest inal nas prim eiras horas. Nas condições deste estudo, o consumo de ART 

por parte dos m icrorganismos foi insignificante, pois estes foram  submet idos valores 
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ext remos de pH, ou seja, condições drást icas (não ót imas)  de at ividade e com  baixa taxa 

metabólica. Pelo fato das amost ras analisadas serem  mat rizes muito com plexas de 

nut rientes (proteínas e oligossacarídeos da soja, açúcares e agentes prebiót icos 

adicionados, EPS produzido durante a ferm entação pelas bactérias láct icas, ent re out ros) , 

os ART não foram  detectados na sua totalidade nas prim eiras horas de digestão pelo 

método de DNS. O método de DNS para determ inar ART não é adequado para moléculas 

mais complexas, porém  os resultados obt idos foram  interessantes para este estudo, pois 

perm it iram  observar e comparar as diferenças existentes na digest ibilidade das diversas 

amost ras analisadas. Sendo assim , alguns compostos presentes no meio podem  não ter 

sido hidrolisados e quant if icados completam ente nos primeiros m inutos e horas de 

digestão. Ao longo da digestão pela ação dos complexos enzimát icos de cada suco 

digest ivo adicionado nos diferentes tem pos, novas moléculas redutoras foram  produzidas 

e quant ificadas pelo m étodo colorimét r ico ut ilizado. Os erros decorrentes de 

interferências no método devido à presença dos sucos e seus com ponentes foram  

calculados e subt raídos no resultado final.                

ol   

(a)       (b)  

Figura 2 . Teor de açúcares totais (g/ L)  nos ensaios e amost ras comerciais durante 

digestão simulada (a)  em  relação ao tem po e (b)  em  relação aos t ratamentos digest ivos.   

A Figura 2 ilust ra que houve aumento de ART na primeira hora de digestão e 

ent re a terceira e quarta hora. A part ir  dos 60 m inutos e até os 180 m inutos (em  saliva +  

suco gást r ico) , a concent ração de ART perm aneceu constante em  quase todas as 

amost ras analisadas. No final da digestão (8 h)  os ART foram  maiores em  todos os casos, 

sendo a amost ra Comercial I I  a que apresentou o maior valor, indicando maior facilidade 

de digestão principalmente no intest ino, pela presença de açúcares mais simples. I sto 

também  indica m enor concent ração de fibras disponíveis para as bactér ias probiót icas, 

situação que disponibiliza m aior quant idade de açúcares para toda a flora intest inal, 
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incluindo a não desejada, sendo um  aspecto desfavorável. No tem po 0 notou-se que os 

ensaios 9 e 11 apresentaram  a menor concentração de açúcares totais, enquanto que as 

amost ras com erciais os maiores teores. Nos tempos seguintes as concent rações oscilam  

pouco, e, ao final da digestão, apresentaram  altas concent rações, sendo os ensaios 2, 9 e 

15 os que m ost raram  os melhores resultados, ou seja, m enor concent ração de açúcares 

totais, portanto maior concent ração de fibras.   

Quanto ao teor de EPS, verificou-se que os resultados de digestão foram  bem  

diferentes ent re as amost ras, conform e most rado na Figura 3. Verificou-se que os ensaios 

5 e 11 e as amost ras Comercial I  e I I  quase não apresentaram  EPS durante a digestão. O 

teor de EPS do ensaio 7 apresentou queda durante a digestão com  suco gást r ico, ent re a 

prim eira e quarta horas, mas com  a adição de suco pancreát ico e intest inal, o valor de 

EPS voltou a aumentar. Já o ensaio 9 m ost rou m aior resistência quando exposto os sucos 

digest ivos, pois apresentou concent ração prat icam ente constante de EPS durante toda a 

digestão. Somente os ensaios 7 e 9 apresentaram  EPS no final da digestão, sendo a 

concent ração de EPS do ensaio 7 m aior (23 g/ L) . Portanto o EPS residual ao longo da 

digestão poderia ser caracterizado tam bém  como fibra dietét ica.           

(a)       (b)  

Figura 3 . Quant if icação de EPS nos ensaios e amost ras comerciais durante a digestão 

simulada:  (a)  em  relação ao tempo e (b)  em  relação aos t ratamentos digest ivos.    

Hernalsteens (2006)  encont rou em  estudos de disgest ibilidade in vit ro,  que 

oligossacarídeos (FOS) , sintet izados por Rhodotorula sp selecionada, foram  capazes de 

est imular o crescimento de bactérias probiót icos como L. acidophilus sp, L. paracasei 

subsp alactosus sp, B. bifidum  sp e B. longum  sp., e foram  capazes de resist ir  bem  às 

condições gást ricas art if iciais. A digest ibilidade dos FOS sintet izados foi de 10% , FOS 

comerciais 32% , inulina 44%  e dext rana 51% . Do anterior estudo observa-se que os FOS 

apresentaram  maior resistência à digestão do que out ros polissacarídeos, most rando uma 

característ ica de fibra solúvel alimentar. Sendo que no atual estudo os FOS presentes 
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somados à polidext rose e o EPS formado const ituíram  um  complexo de fibras solúveis 

resistentes ao ambiente drást ico do t rato digestório hum ano, most rando também  um  t ipo 

de barreira protetora dos probiót icos nesse t rajeto, especialmente da bifidobactéria.  

Na Tabela 3 são apresentados os resultados das contagens de lactobacilos, 

bif idobactéria e total ( log UFC/ m L)  dos probiót icos presentes nos 6 ensaios selecionados 

de sim biót icos a base de soja com  m elhores característ icas de estabilidade durante vida-

de-prateleira e duas am ost ras comerciais, após testes de resistência durante 8 horas de 

digestão nos sucos simulados do t rato digestório humano. Observa-se que as perdas de 

viabilidade até o final da digestão variaram  ent re 16 e 62%  para o total dos 

m icrorganismos. A somatória dos lactobacilos L. acidophilus LAC4,  L. paracasei subsp 

paracasei LBC81 e L. rhamnosus LR32 sofreram  perdas nas contagens de 33 a 61% . 

Enquanto B. longum  BL04 teve perdas ent re 7 e 67% , sendo que os ensaios 9 e 5 

t iveram  somente perdas de 7 e 18% . As contagens da bifidobactéria oscilou ent re 5 e 9 

log UFC/ mL nos ensaios e ent re 3 e 5 log UFC/ mL nas amost ras comerciais no final da 

digestão. Observa-se que na m aioria dos ensaios os probiót icos foram  mais sensíveis às 

condições gást r icas durante a primeira hora de digestão e nos t ratamentos em  seqüencia 

mant iveram-se mais ou menos estáveis, enquanto que as amost ras comerciais foram  

mais sensíveis nas 4 e 8 horas de digestão aos sais biliares e enzim as presentes nos 

sucos intest inal e pancreát ico.  

A Figura 4 ilust ra que os ensaios 9 (sem  sacarose contendo polidext rose e FOS) , 

7 (contendo lactato de cálcio, sacarose e polidext rose) , 5 (contendo sacarose e FOS)  e 15 

(ponto central, contendo sacarose, lactato de cálcio, FOS e polidext rose) , apresentaram  

os melhores resultados de resistência aos diferentes valores de pH e enzimas, sendo os 

mais tolerantes ao t rânsito intest inal com  redução m enor que 35%  em  relação às 

contagens totais iniciais. As duas am ost ras comerciais ( I  e I I )  apresentaram  a menor 

resistência às condições sim uladas do TI , apresentando até 67 %  de perdas nas 

contagens. Os t ratamentos 11 (contendo sacarose, polidext rose e menor teor de soja)  e 

2 (só com  sacarose)  tam bém  apresentaram  baixas tolerâncias às condições descritas com  

perdas nas contagens de até 40% . 
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Tabela 3 . Resultados das contagens total, de lactobacilos e de bifidobactérias ( log UFC/ mL)  durante 8 horas de digestão in vit ro de sim biót icos.     

Ensaio 2 Ensaio 5 Ensaio 7 Ensaio 9 Ensaio 11 Ensaio 15 Com ercia I  Com ercia I I  

Digestão 
Tem po 
(m in)  

Contagem  
%  

perda 
Contagem  

%  
perda 

Contagem  
%  

perda 
Contagem  

%  
perda 

Contagem  
%  

perda 
Contagem  

%  
perda 

Contagem  
%  

perda 
Contagem  

%  
perda 

  
Contagem Total (log UFC/mL)* 

Sem  Diger ir  
( tem po 0)  

0 10,4  10,5  11,2  10,5  10,5  10,6  10,0  10,1  

Saliva pH 6.0 
(5 m in)  

5 10,0 4,1 9,6 8,6 9,9 11,5 9,5 9,4 7,8 26,4 9,7 8,4 10,0 0,2 10,1 0,1 

Suco  gást r ico  
pH 1.2 (1h)  

60 6,3 39,7 8,0 24,1 8,4 24,4 6,3 39,8 6,0 43,0 6,2 41,1 9,5 5,5 9,7 3,2 

Suco  gást r ico 
pH 1.2 (3h)  

180 6,2 40,0 7,3 30,2 7,4 33,8 10,4 1,2 7,3 30,7 6,7 37,1 7,6 24,2 8,3 17,5 

Suco int  +  
pancr pH 8.0 
(4h)  

240 5,8 44,3 6,9 34,6 8,3 25,2 8,7 17,6 5,0 52,5 6,0 43,3 6,2 38,5 4,5 55,3 

Suco int  +  
pancr pH 8.0 
(8h)  

480 6,2 40,3 6,9 33,8 7,6 32,3 8,8 16,4 5,0 52,2 7,2 31,7 3,8 62,1 4,7 53,8   

Contagem Lactobacilos (log UFC/mL)* 
Sem  Diger ir  
( tem po 0)  

0 10,4  10,5  11,2  10,5  10,5  10,6  9,8  9,8  

Saliva pH 6.0 
(5 m in)  

5 9,8 5,4 8,3 21,0 10,0 10,3 9,4 10,3 7,8 26,4 9,6 9,0 9,0 8,5 9,0 8,5 

Suco  gást r ico  
pH 1.2 (1h)  

60 6,9 33,3 7,3 30,4 8,6 23,3 5,5 47,4 4,8 54,7 6,2 41,1 8,1 16,8 8,1 16,8 

Suco  gást r ico 
pH 1.2 (3h)  

180 6,5 37,4 7,3 30,8 6,8 39,2 7,5 28,4 7,1 32,4 6,7 37,1 6,5 33,7 6,5 33,7 

Suco int  +  
pancr pH 8.0 
(4h)  

240 6,5 37,6 6,6 37,1 8,4 24,3 8,4 20,1 4,5 56,9 6,0 43,5 4,7 52,5 4,7 52,5 

Suco int  +  
pancr pH 8.0 
(8h)  

480 6,2 40,5 6,8 35,0 7,4 33,6 7,0 33,5 4,4 58,2 7,0 33,8 3,8 61,1 3,8 61,1   

Contagem Bifidobactéria (log UFC/mL)* 
Sem  Diger ir  
( tem po 0)  

0 9,4  7,7  10,8  9,4  9,7  10,2  9,0  9,7  

Saliva pH 6.0 
(5 m in)  

5 9,4 0,0 9,6 0,0 9,0 16,8 8,9 5,4 7,0 28,2 8,8 13,3 9,5 -5,3 10,0 0,0 

Suco  gást r ico  
pH 1.2 (1h)  

60 6,0 35,9 7,9 -2,1 8,9 17,9 5,8 38,0 6,0 38,7 6,0 41,0 8,8 2,1 9,8 0,0 

Suco  gást r ico 
pH 1.2 (3h)  

180 6,0 35,9 6,4 16,9 6,7 38,5 10,4 0,0 6,8 30,0 6,0 41,0 7,0 22,4 8,3 14,6 

Suco int  +  
pancr pH 8.0 
(4h)  

240 6,0 35,9 6,5 15,3 8,0 26,0 8,3 11,8 4,8 50,5 4,3 57,4 6,0 33,5 4,0 58,9 

Suco int  +  
pancr pH 8.0 
(8h)  

480 6,0 35,9 6,3 17,6 7,1 34,7 8,8 6,8 4,9 49,5 6,8 32,7 3,0 66,7 4,6 52,5 

 

*  Os resultados são as m édias de análises em  duplicata. A %  de perda foi calculada em  relação à contagem  no tem po zero. 
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(a)       (b)  

Figura 4 a. Contagem  total log (UFC/ m L)        Figura 4 b. Contagem  de Bifidobactérias  

durante digestão sim ulada.              log (UFC/ m L)  durante digestão simulada.    

Os comportamentos individuais dos ensaios com  as m elhores contagens de 

m icrorganismos ( total, lactobacilos e bifidobactéria) , encont ram -se na Figuras 5. 

Observa-se que os ensaios 5, 7, 9 e 15 m ant iveram  contagens totais e de 

bifidobactéria superiores a 6 log UFC/ m L até o final da digestão, sendo que a m aior 

viabilidade dos probiót icos foi para o ensaio 9, mantendo-se até 8,8 log UFC/ m L.   

No estudo de Crit t iden e colaboradores (2001) , 18 linhagens isoladas e 3 

comerciais de bifidobactérias capazes de hidrolisar am ido resistente para aplicação em  

iogurte simbiót ico foram  com paradas quanto à sua habilidade para sobreviver num  

modelo simulado in vit ro do am biente r ico em  proteases e acidificado do estômago 

humano. Somente o isolado B. lact is B94 demonst rou ser capaz de sobreviver bem  nas 

condições simuladas do estômago humano, as linhagens com erciais B. lact is DS 920 e 

B. lact is Bb-12 e o isolado B. anim alis NCFB 2716 também  foram  tolerantes, m as B. 

longum  CSCC 5554 não sobreviveu bem  nessas condições. A sobrevivência dos 

isolados B. lact is B94, B. lact is Bb-12, B. lact is DS 920 e out ras linhagens de 

bifidobactérias não foi drast icam ente afetada pela bile após exposição ao t ratamento 

com  ácido e protease. Os resultados indicaram  que a bile não teve efeito bactericida 

porem  bacteriostát ico sobre as linhagens.  

Tem  sido provado que sais de Mg2+  e Mn2+  são fatores essenciais para o 

crescimento de lactobacilos e que melhoram  a produção de EPS por m eio da prom oção 

do crescim ento. O Mg2+ ,  por exem plo, influencia a at ividade da enzima 

fosfoglucomutase, que part icipa na biossíntese de EPS, catalisando a t ransferência de 

grupos fosfato ent re carbono C1 e C6 da glicose (Macedo, 2002) . Assim , como o meio 

ut ilizado nesse estudo (ext rato hidrossolúvel de soja 10% )  é com plexo, r ico em  
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aminoácidos, vitam inas e sais m inerais (~ 216 m g/ L de Mg2+  e ~ 2,68 mg/ L de Mn2+ ,  

NEPA, 2006) , pode-se explicar a obtenção de resultados elevados de EPS. Por out ro 

lado, o leite bovino integral contem  100 mg/ L de Mg2+  e t raços de Mn2+  (NEPA, 2006) . 

Demonst rando em  parte que, neste estudo, os melhores resultados de tolerância às 

condições gast rointest inais dos probiót icos preparados em  ext rato de soja em  relação 

ao leito bovino, são devidos a existência de EPS. A interação do EPS com  os prebiót icos 

presentes e as proteínas da soja, most ra um  efeito protetor das bactér ias probiót icas e 

também  se apresenta com  característ icas de fibra solúvel alimentar devido a sua baixa 

digest ibilidade.             

(a)       (b)             

(c)       (d)  

Figura 5 .  Resultados das contagens total, lactobacilos e bifidobactéria dos ensaios 5 

(a) , 7 (b) , 9(c)  e 15(d)  durante digestão simulada. A linha verde indica a população 

mínima para ter efeito probiót ico > 6 log UFC/ mL.    
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6 .5 . CONCLUSÃO 

Dent re os ensaios selecionados para os testes de sobrevivência às condições 

gast rointest inais in vit ro,  os m icrorganismos do alimento sim biót ico fermentado de 

soja elaborado sem  sacarose, 10%  EHsoja, 4%  polidext rose e 4%  FOS, e, do 

t ratamento contendo 12%  de sacarose, 10 g/ L de lactato de cálcio, 10%  de EHsoja e 

4%  de polidext rose apresentaram  os melhores resultados de resistência. Enquanto que 

os m icrorganismos do sim biót ico contendo 12%  sacarose, 10%  de EHsoja e 4%  de 

FOS most rou tolerância m édia. Esses fermentados de soja foram  mais tolerantes ao 

t rânsito intest inal com  redução menor que 35%  em  relação às contagens iniciais. As 

duas amost ras comerciais de iogurtes probiót icos (a base de leite)  apresentaram  

perdas nas contagens de até 69% , e, os sim biót icos de soja contendo sacarose, 

polidext rose e m enor teor de soja, e, aquele elaborado só com  sacarose apresentaram  

até 40%  de perdas, sendo as menores tolerâncias às condições sim uladas do t rato 

gast rointest inal.  

O ensaio que apresentou os m elhores resultados foi o que possui alto teor de 

soja, FOS e polidext rose e não apresenta sacarose e nem  agente tamponante lactato 

de cálcio na sua formulação. O produto apresentou ao final da digestão altas contagens 

totais e de bifidobactérias e baixos valores de açúcares totais e redutores e um  valor 

constante de EPS, indicando um  alto residual de fibras solúveis. Sendo assim, esse 

ensaio seria um  ót imo protót ipo de alimento sim biót ico a base de soja produto light  e 

diet  em  sacarose e fonte de fibras, pela resistência observada dos EPS até o final da 

digestão. No entanto, out ros ensaios adicionados de sacarose também  são uma boa 

alternat iva, quando as contagens finais após digestão mantém-se superiores a 106 

UFC/ m L, sendo que um  produto contendo 100 mL estaria fornecendo quant idades 

terapêut icas ót imas de probiót icos para a implantação no t rato gast rointest inal. Pode 

se concluir  que a sinergia existente ent re os probiót icos e prebiót icos (sim biót ico)  no 

ext rato de soja, juntam ente com  o EPS form ado, possibilitam  maior tolerância às 

condições gast rointest inais do que os probiót icos comerciais elaborados com  leite 

bovino. 
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CONCLUSÕES GERAI S   

Foram  ot im izados o sabor e doçura ideal para um  alim ento sim biót ico 

fermentado a base de soja no sabor leite condensado e adoçado com  sacarose, sendo 

seus modelos validados. Obt iveram -se tam bém  modelos para a aceitação global e 

intenção de com pra pelo público alvo para as variáveis concent ração de sacarose e de 

saborizante. O teor de sacarose foi a variável que obteve o maior efeito significat ivo 

(p< 0,005)  para todas as respostas. Com  concent rações superiores a 12g/ 100m L de 

sacarose obtém-se o produto com  doçura ideal, alta aceitação e intenção de compra 

superior a 70%  do público alvo, já com  11g/ 100m L obtém-se produto com  sabor ideal 

para qualquer teor de saborizante dent ro dos lim ites do estudo. Um  produto contendo 

12g/ 100mL de sacarose e 0,09g/ 100m L de saborizante sat isfaz todas as respostas.   

Foram  obt idos os modelos de equivalência de doçura para subst ituição de 

sacarose por m istura de edulcorante hipocalórico com posto por acessulfam e-k e 

sucralose em  proporção 25: 75 m/ m  em  uma bebida simbiót ica fermentada a Bse de 

soja. A equação de lei da potência obt ido para sacarose foi S= 69,37C(1,14)  e para 

m istura edulcorante foi S= 0,042.C(1,28).  Assim , para obter equivalência de doçura para 

12%  (m/ v)  de sacarose, é necessária a adição de 0,024%  (m / v)  da m istura 

edulcorante, sendo que esta é 490 vezes mais doce do que a sacarose no produto 

estudado.   

A presença de sacarose nos simbiót icos de soja resulta em  produtos com  

m elhores característ icas reológicas e de sobrevivência dos probiót icos durante a vida-

de-prateleira. A viscosidade aparente foi m aior em  produtos com  sacarose e a 

tendência foi aumentar ao longo da vida-de-prateleira acom panhada de queda de pH 

em  todas as amost ras estudadas, tanto light  quanto com  sacarose. Acontece sinérese 

com  todos os produtos sendo maior nos light  elaborados com  preparados de fruta, no 

entanto, a sinérese nos produtos foi menor também  na presença de sacarose. As 

contagens de bifidobactérias foram  m aiores e constantes enquanto que os lactobacilos 

aumentaram  durante o tempo de estocagem  para produtos com  sacarose.   

A linhagem  L. rham nosus LR32 foi a bactéria láct ica com  característ icas 

probiót icas, dent re 12 estudadas, que apresentou melhores característ icas de 

crescimento e produção de EPS no ext rato hidrossolúvel de soja. Na presença do EPS 
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produzido por L. rhamnosus LR32 foi observada m enor sinérese, porém  os produtos 

m ost raram  m enores viscosidades aparentes. Produtos com  12%  (m/ v)  de sacarose 

apresentaram  comportamento de fluidos Herschel-Bulkley, e, sem  sacarose, do t ipo 

pseudoplást ico. O desenvolvimento do L. rhamnosus no ext rato de soja melhorou 

significat ivam ente quando inoculado junto ao m ix de probiót icos (L. acidophilus,  L. 

paracasei subsp paracasei e B. longum )  e sacarose, gerando uma relação sim biót ica e 

um  produto com  boas característ icas de estabilidade no referente a sinérese, 

v iabilidade dos m icrorganismos e com portamento reológico, sendo que a viscosidade 

aparente foi a maior ent re as fermentações estudadas e apresentou característ icas de 

fluido Herschel-Bulkley.   

Após delineamento experim ental P&B foi encont rado que a sacarose e o ext rato 

de soja foram  as variáveis com  efeito mais significat ivo sobre a estabilidade dos 

alimentos sim biót icos fermentados a base de soja durante vida-de-prateleira em  

relação a sinérese, viabilidade da população probiót ica, e característ icas reológicas, ou 

seja, a presença desses componentes dent ro dos lim ites estabelecidos neste estudo, 

m antém  mais estáveis as característ icas dos produtos por m aior tempo de estocagem , 

também  os FOS e a polidext rose most raram  efeito posit ivo nessas respostas. O lactato 

de cálcio afetou altamente a sinérese, mas tam bém  m elhora a estabilidade do pH e da 

bifidobactéria. Alimentos simbiót icos de soja subst ituindo a sacarose por 4%  (m/ v)  de 

FOS e 4%  (m/ v)  de polidext rose é uma alternat iva light  com  boa estabilidade durante 

30 dias de estocagem.   

Foram  obt idos protót ipos de alim ento sim biót ico com  característ ica funcional de 

resistência às condições gast rointest inais simuladas in vit ro,  sendo que o produto 

elaborado com  a proporção 30: 10/ 60 (L.rhamnosus: L.paracasei+ L. 

acidophilus/ B.longum )  de inóculo, 0%  de sacarose, 0%  agente tamponante, 10%  de 

ext rato de soja, e 4%  de polidext rose apresentou os melhores resultados além  de 

caracterizar-se com o produto diet  em  sacarose e fonte de fibras dada a resistência dos 

polissacarídeos presentes à serem  digeridos pelos sucos gast rointest inais. Out ros 

produtos elaborados com  sacarose 12g/ L, FOS 4g/ L, polidext rose 4g/ L, ext rato de soja 

10g/ L, também  apresentaram  bons resultados de resistência às barreiras do t rato 

gast rointest inal humano.  



Conclusões gerais 

_____________________________________________________________________  

177

 

Foram  obt idos protót ipos da bebida fermentada simbiót ica a base de ext rato de 

soja, com  característ icas de resistência às condições gast rointest inais, tanto em  

produto adoçado com  sacarose quanto diet .  Estes produtos apresentaram  melhora no 

sabor e na doçura e t iveram  aceitação e intenção de com pra pelo público alvo. Os 

protót ipos m ost raram  que produtos contendo alto teor de soja, FOS e/ ou polidext rose 

adoçados ou não com  sacarose, fermentados com  quat ro bactérias láct icas probiót icas 

sendo um a delas o L. rhamnosus,  produtor de EPS, apresentaram  boas característ icas 

de funcionalidade e estabilidade durante vida-de-prateleira, sendo também  fontes de 

fibras solúveis. 
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SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS  

-  Estudar as variáveis de fermentação em  reator de bancada para o alimento 

simbiót ico à base de soja. 

-  Realizar perfil sensorial por meio da análise descrit iva quant itat iva (ADQ)  e estudos 

de vida-de-prateleira incluindo análise sensorial. 

-  Aprofundar o estudo do EPS produzido por L. rham nosus no ext rato de soja quanto a 

com posição quím ica, massa molecular, ot im ização da produção, purificação e estudos 

reológicos específicos que terão diversas aplicações na indúst r ia de alim entos, quím ica 

e farmacêut ica. 

-  Estudar out ros EPS produzidos por out ras bactérias láct icas em  diferentes meios de 

cultura incluindo o ext rato de soja. 

-  Realizar estudos terapêut icos in vivo part icularmente com  humanos voluntários. 

-  Realizar out ros testes de funcionalidade e terapêut icos do alimento simbiót ico, como 

aderência ao GALT ( tecido linfát ico do t rato intest inal) , resistência a ant ibiót icos, 

produção de ant im icrobianos, ent re out ros.                 

Não chores porque já terminou, sorria porque aconteceu (Gabriel García Marquez)  
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APÊNDI CE 1 . FI CHAS APLI CADAS PARA TESTES SENSORI AI S 
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Ficha 1. Ficha de teste afet ivo aplicado para aceitação para testes prelim inares                              

Ficha 2. Aplicada em  teste t r iangular para seleção de provadores.                  

Nom e         

 

Data:    

  

e-mail:         

   

Você está recebendo cinco amost ras codificadas de bebida fermentada de soja sabor 
m orango. Prove as amost ras da esquerda para a direita e avalie na escala apropriada, o 
quanto você gostou ou desgostou em  relação ao sabor.   

Am ost ra                     

Desgostei       Gostei    

muit íssimo                    m uit íssimo  

Com entários ________________________________________________________ 

Nome:                     Data:  

    

Por favor, prove as amostras codificadas de bebida fermentada de soja sabor 

pêssego da esquerda para a direita. Duas amostras são iguais e uma é diferente. Identifique com 

um círculo a amostra diferente.    

_______ _______ _______ 
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Ficha 3. Aplicada na escolha do ideal e testes afet ivos para planejamento experim ental 
Placket t  & Burman.  

Nome:                                           Data:   

 
e-mail:        .

  
Você está recebendo 4 amostras codificadas de sobremesa funcional de soja sabor leite condensado. Por favor, primeiro 
avalie da esquerda para a direita a doçura, posteriormente avalie o gosto e indique na escala abaixo, o quão próximo do 
ideal encontra-se cada amostra.    

Amostra   Escala para DOÇURA ideal           

Amostra   Escala para SABOR

 

de leite condensado ideal            

Página 1 

Extremamente 

menos doce que o ideal 

Extremamentente 

mais doce que o ideal 

Ideal 

Extremamente 

menos sabor que o deal 

Extremamentente 

mais sabor que o ideal 

Ideal
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Por favor, avalie sua preferência quanto à sua Impressão global das amostras  

Amostra              

Finalmente, assinale abaixo a sua atitude de compra em relação às amostras codificadas.  

Amostra:  

Eu certamente compraria este produto       

Eu provavelmente compraria este produto  

Tenho dúvidas se compraria ou não este produto    

Eu provavelmente não compraria este produto    

Eu certamente não compraria este produto      

Comentários:____________________________________________________________________ 
Página 2 

Desgostei 

muitíssimo 

Gostei muitíssimo 
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Ficha 4. Aplicada para determinação da equivalência de doçura para mistura de acessulfame-k e 

sucralose em relação à sacarose em bebida simbiótica a base de soja.  

Nome:                                         Data:   

  

e-mail:        .

   

ESCALA DE MAGNITUDE  

Você está recebendo 5 amostras codificadas de sobremesa funcional fermentada de soja. Por 

favor, prove primeiramente a amostra de referência R assinalando a ela o valor de 100 de 

doçura.  Em seguida avalie a intensidade de doçura de cada amostra codificada em relação à 

amostra referência R .  Se a amostra codificada for 2 vezes mais doce que a amostra R, dê à 

amostra codificada o valor 200, se for 2 vezes menos doce, dê o valor de 50, e assim por diante.    

Amostra     Magnitude   

           R               100    

_______    __________   

_______    __________     

_______    __________   

_______    __________     

_______    __________   

_______    __________  

Comentários:___________________________________________________  

Obrigado!!  
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Ficha 5. Teste discriminativo de diferencia do controle para comparação de amostras 

simbióticas de soja.                         

Nome:                     Data:  

  

e-mail:__________________________________________   

Você está recebendo uma amostra padrão (P) e 3 amostras codificadas de sobremesa 

funcional de soja no sabor natural. Prove a amostra padrão e em seguida, prove cada uma das 

amostras codificadas e avalie, na escala abaixo, o quanto cada amostra codificada difere, em 

termos globais, da amostra padrão.  

0 = nenhuma diferença     Amostra  Grau de diferença 

1 

2                                                                                _________  _________ 

3 

4     

5    _________  _________ 

6 

7     

8    _________  _________ 

9 = extremamente diferente  

Comentários:           
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APÊNDI CE 2 . COMPORTAMENTO DE Í NDI CES REOLÓGI COS EM ALI MENTOS 

SI MBI ÓTI COS A BASE DE SOJA DURANTE VI DA DE PRATELEI RA.      
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Figura A2 .1 .  Í ndices reológicos (a)  índice de consistência k e (b)  índice de 
escoam ento n, em  função do tempo de vida-de-prateleira para produto light  e 
sacarose respect ivamente.  

N-L= Natural light , N-S= natural sacarose, P-L= pêssego light , P-S= pêssego sacarose, 
M-L= m orango light , M-S= morango sacarose            

Figura A2 .2 . Í ndices reológicos (a)  índice de consistência k e (b)  índice de 

escoam ento n, em  função do pH para produto light  e sacarose respect ivamente. 

N-L= Natural light , N-S= natural sacarose, P-L= pêssego light , P-S= pêssego sacarose, 
M-L= m orango light , M-S= morango sacarose  
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APÊNDI CE 3 . CROMATOGRAFI A DE PERMEAÇÃO EM GEL PARA ANÁLI SE DE 

EXOPOLI SSACARÍ DEOS EPS-  PRODUZI DOS POR BACTERI AS LÁCTI CAS 

DURANTE FERMENTAÇÃO DE EXTRATO DE SOJA   
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Crom atogram as dos padrões, cinét icas das ferm entações do m ix padronizado de probiót icos e L. rham nosus em  extrato 

de soja e m eio MRS. Análise em  HPLC m odelo Varian ut ilizando colunas de perm eação em  gel em  série GPC6 0 0 0 , 

GPC4 0 0 0  e GPC3 0 0 0 . 

Crom atografia  de exopolissacar ídeos -  EPS em   HPLC  Varian 9 0 1 0 . Colunas de perm eação em  gel em  série GPC6 0 0 0 , GPC4 0 0 0  e GPC3 0 0 0 . 

          

Padrões de dext ranas (alta m assa m olecular) , polissacarídeos, oligossacarídeos e açúcares.              

1. Dextrana 165K (26 m in)  
2. Dextrana 79K (26,5 m in)  
3. Dextrana 43K (27 m in)  
4. Dextrana 39K (28 m in)  
5. Dextrana 11K (30 m in)  
6. Dextrana 9300 (30,25 m in)  
7. Polidext rose (33,75 m in)  
8. Raft ilose (34,75 m in)  
9. Estaquiose (34,75 m in)  
10. Rafinose (35,25 m in)  
11. Sacarose (35,5 m in)  
12. Glicose (36,75 m in)  
13. Galactose (37,25 m in)  
14. Frutose (38,1 m in)  

EPS de Ext rato hidrossolúvel de soja 10g/ 100mL:  pico 1 com  m aior 

massa molecular (m .m .)  de aprox. >  165 K, pico 2 com  m.m . 

aproximada à estaquiose

Cinét ica EPS de L. rhamnosus em  ext rato de soja light  sem  adição 

de prebiót ico. 

0 h

 

8 h 

16 h

1             2 
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Cinét ica L. rham nosus em  ext rato de soja light .       Cinét ica L. rham nosus +  12%  sacarose em  ext rato de soja 

Cinét ica de EPS de L. rham nosus e Mix de probiót icos +  12%  sacarose         Cinét ica de EPS de Mix de probiót icos +  12%  sacarose 

em  em  ext rato de soja.           ext rato de soja. 

0 h

 

8 h 

16 h

0 h

 

8 h 

16 h

0 h

 

8 h 

16 h

0 h

 

8 h 

16 h
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Faça do alimento o seu remédio 

E remédio o seu alimento

  

(Hipócrates, Cós, 460 a.C.) 


