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RESUMO 

O presente estudo teve por objetivo desenvolver bebidas fermentadas à base de 
extrato hidrossolúvel de soja (EHS) adicionada de polpa de macaúba (Acrocomia 
aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.) utilizando cultura láctea tradicional do iogurte e 
linhagem probiótica de Lactobacilus acidophilus (LA-5). A polpa de macaúba foi 
caracterizada em relação à composição química, teor de carotenoides e compostos 
fenólico totais. A capacidade antioxidante in vitro foi avaliada pelos métodos ABTS, 
DPPH e FRAP. A qualidade microbiológica foi determinada conforme 
recomendações da ANVISA. Na produção das bebidas fermentadas foram usadas 
cultura tradicional de iogurte composta pelas espécies S. thermophilus e L. 
bulgaricus e uma linhagem probiótica de L acidophilus na forma pura e associada 
com a cultura de iogurte. No total, foram produzidas três formulações base da 
bebida fermentada à base de EHS e cada uma destas divididas em adicionadas e 
não adicionadas de polpa de macaúba. Após o processamento e envase, as 
bebidas fermentadas à base de EHS com e sem adição de polpa de macaúba foram 
armazenadas por 28 dias a 7 ± 1°C e avaliadas em relação a composição 
centesimal e monitoradas semanalmente (0, 7º, 14°, 21° e 28° dia) em relação ao 
pH, acidez e viabilidade celular. Os resultados mostraram que a polpa de macaúba 
possui valores adequados de fibra alimentar, proteínas, lipídeos, carotenoides e 
compostos fenólicos. A capacidade antioxidante avaliada na macaúba foi em torno 
de 7310,76 g fruta/g DPPH, 6,27 µM de trolox/g fruta e 7,57 µM Sulfato Ferroso/g 
fruta para os métodos DPPH, ABTS e FRAP respectivamente. A incorporação da 
polpa de macaúba à bebida fermentada à base de EHS aumentou os teores de 
todos os nutrientes, sendo a fibra alimentar o componente com maior efeito 
significativo. O monitoramento durante o armazenamento refrigerado (7°C) 
demonstrou que as bebidas fermentadas pela cultura tradicional de iogurte, 
adicionadas e não adicionadas de polpa de macaúba, manteve contagens de 
células viáveis em torno de 7 log UFC/mL durante todo período avaliado com 
valores máximos de pH e acidez de 4,52 e 0,34 % respectivamente. Nas bebidas 
fermentadas por L. acidophilus, os resultados demonstraram que a viabilidade do 
probiótico sofreu declínio de 3 ciclos log na bebida sem adição de polpa e 2 ciclos 
na bebida adicionada, com contagens finais em torno de 4 log UFC/mL. Os valores 
de acidez e pH foram de 0,33 % e 4,47 (bebida sem adição de polpa) e 0,34 % e 
4,52 (bebidas com adição de polpa) respectivamente.  Nas bebidas fermentadas 
onde o L. acidophilus foi adicionado junto com a cultura tradicional de iogurte, a 
viabilidade em ambas as bebidas com e sem polpa sofreu redução alcançando 
valores finais em torno de 3 log de UFC/mL. Os valores de pH e acidez mantiveram- 
se constante em ambas, atingindo valores finais de 4,61 para o pH e 0,34% de 
acidez. Como conclusão sugere-se que a utilização da polpa de macaúba pode 
contribuir no enriquecimento nutricional de todas as bebidas, principalmente um 
acréscimo de fibra alimentar. As duas culturas lácteas utilizadas fermentaram o 
EHS, e a cultura tradicional de iogurte apresentou maior velocidade de fermentação 
e manutenção das células viáveis durante 28 dias, sendo o efeito probiótico 
observado até o 7° dia no produto final.   
 
Palavras-chave: Alimentos funcionais. Fermentação. EHS. Culturas lácteas. 
Probióticos. 



ABSTRACT 

The objective of the present study was to develop fermented beverages based on 
water soluble soybean extract (EHS) with macaúba pulp (Acrocomia aculeata 
(Jacq.) Lodd. Ex Mart.) using traditional yoghurt milk culture and probiotic strain 
Lactobacilus acidophilus (LA-5). The macaúba pulp was characterized by the 
chemical composition, carotenoid content and total phenolic compounds. The 
antioxidant capacity  in vitro was evaluated by the ABTS, DPPH and FRAP methods. 
Microbiological quality was determined according to ANVISA recommendations. In 
the production of fermented beverages, a traditional yoghurt culture composed of 
the species S. thermophilus and L. bulgaricus and a probiotic L acidophilus strain in 
the pure form and associated with the yogurt culture were used. In total, three base 
formulations of the EHS-based fermented beverage were produced and each of 
these divided into added and not added macauba pulp. After processing and 
packaging, EHS-based fermented beverages with and without macaúba pulp were 
stored for 28 days at 7 ± 1 ° C and evaluated for centesimal composition and 
monitored weekly (0, 7, 14, 21 ° and 28 ° day) in relation to pH, acidity and cell 
viability. The results showed that the macaúba pulp has adequate values of dietary 
fiber, proteins, lipids, carotenoids and phenolic compounds. The antioxidant 
capacity evaluated in the macaúba was around 7310.76 g fruit / g DPPH, 6.27 μM 
trolox / g fruit and 7.57 μM Ferrous Sulfate / g fruit for the DPPH, ABTS and FRAP 
methods respectively. The incorporation of macaúba pulp into the EHS-based 
fermented beverage increased the levels of all nutrients, with dietary fiber being the 
most significant component. Monitoring during refrigerated storage (7 ° C) showed 
that beverages fermented by traditional yogurt culture, added and not added to 
macauba pulp, maintained viable cell counts of about 7 log CFU / mL throughout 
the period evaluated with values maximum pH and acidity of 4.52 and 0.34%, 
respectively. In the L. acidophilus fermented beverages, the results demonstrated 
that probiotic viability declined 3 log cycles in the beverage without addition of pulp 
and 2 cycles in the added beverage, with final counts around 4 log CFU / mL. The 
values of acidity and pH were 0.33% and 4.47 (beverage without addition of pulp) 
and 0.34% and 4.52 (beverages with addition of pulp), respectively. In the fermented 
beverages where L. acidophilus was added along with the traditional yoghurt 
culture, the viability in both beverages with and without pulp decreased to reach 3 
log CFU / mL. The values of pH and acidity remained constant in both, reaching 
final values of 4.61 for pH and 0.34% of acidity. As conclusion it is suggested that 
the use of macaúba pulp may contribute to the nutritional enrichment of all 
beverages, especially an increase of dietary fiber. The two dairy cultures used to 
ferment EHS, and the traditional yoghurt culture showed a higher fermentation rate 
and maintenance of the viable cells for 28 days, and the probiotic effect was 
observed until the 7th day in the final product. 
 

 
 

Key words: Functional foods. Fermentation. EHS. Dairy cultures. Probiotics 
 
 
 
 



LISTA DE QUADROS 

 

Quadro 1 – Compostos com alegação de propriedades funcionais atualizados   pela 
Anvisa....................................................................................................................30 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1– Efeitos relacionados ao consumo de probióticos.....................................34 

Figura 2 – Estrutura do estradiol e isoflavona..........................................................38 

Figura 3 – Estrutura química dos carotenoides ......................................................44 

Figura 4 – Cerrado Brasileiro..................................................................................46 

Figura 5 – Palmeira macaúba (A) e aspectos dos frutos (B) durante    
desenvolvimento....................................................................................................47 

Figura 6 – Macaúba e suas partes..........................................................................47 

Figura 7 – Processamento simplificado das amostras de Macaúba........................51 

Figura 8 – Fluxograma de processamento das bebidas..........................................60 

Figura 9 – Variação do pH em função do tempo durante fermentação das    bebidas 

por inóculos de L. acidophilus (LA5), cultura mista tradicional para iogurte (YF-L812) 

e a mistura de ambas (LA5+YF-L812) ...................................................................78 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 – Composição química média da polpa e amêndoa de macaúba.............49 

Tabela 1 – Microrganismos presentes nas culturas utilizadas e codificação   adotada 

para cada tipo de bebida.........................................................................................61 

Tabela 2 – Rendimento obtido na obtenção de polpa de macaúba.........................65 

Tabela 3 – Composição centesimal (g/100 g) das polpas de macaúba..................66 

Tabela 4 – Carotenoides totais (µg/g) e Compostos fenólicos totais (mg GAE/100g) 

das polpas de macaúba..........................................................................................69 

Tabela 5 – Capacidade antioxidante in vitro............................................................72 

Tabela 6 – Análise microbiológica da polpa de macaúba........................................74 

Tabela 7 – Contagem de células viáveis nas culturas liofilizadas............................77 

Tabela 8 – Viabilidade dos inóculos de trabalho ao longo do armazenamento 

congelado...............................................................................................................78 

Tabela 9 – Acidez (% ácido lático) no início e final da fermentação.......................79 

Tabela 10 – Composição centesimal das bebidas fermentadas.............................82 

Tabela 11 –Análise microbiológica das bebidas fermentadas.................................87 

Tabela 12 – Valores de pH das bebidas ao longo de 28 dias de armazenamento a 

7 ± 1°C....................................................................................................................88 

Tabela 13 – Valores de acidez (% ácido lático) das bebidas ao longo de 28 dias de 

armazenamento a 7 ± 1°C......................................................................................90 

Tabela 14 – Valores da viabilidade celular (log UFC/mL) das bebidas ao longo de 

28 dias de armazenamento a 7 ± 1°C.....................................................................92 

Tabela 15 – Valores de pH das bebidas ao longo de 28 dias de armazenamento a 

7 ± 1°C....................................................................................................................94 



Tabela 16 – Valores de acidez (% ácido lático) das bebidas ao longo de 28 dias de 

armazenamento a 7 ± 1°C......................................................................................95 

Tabela 17 – Valores da viabilidade celular (log UFC/mL) das bebidas ao longo de 

28 dias de armazenamento a 7 ± 1°C.....................................................................96 

Tabela 18 – Comparativo entre as bebidas em relação aos atributos 

avaliados................................................................................................................99



 

 

LISTA DE SIGLAS 

ABTS - 2,2´- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) 

ANOVA -  Análise de Variância  

ANVISA -  Agência Nacional de Vigilância Sanitária  

AOAC - Association of Official Analytical Chemists  

CAT – Catalase 

CNPQ - Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

CONAB- Companhia Brasileira de Abastecimento 

CTCAF – Conselho de Assessoramento Técnico Cientifico 

DEALI/ENUT/UFOP – Departamento de Alimentos/ Escola de Nutrição/ 

Universidade Federal de Ouro Preto 

DEX/ UFLA – Departamento de Exatas/Universidade Federal de Lavras 

DHA - Ácido docosaexanoico 

DNCT – Doenças Crônicas Não Transmissíveis 

DPPH - 2,2-difenil-1-picrilhidrazil 

DVS – Direct Vat Set 

E.coli -  Escherichia coli  

EHS -  Extrato Hidrossolúvel de Soja  

EMBRAPA -  Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária  

EPA – ácido àcido eicosapentanoico 

EROS – Espécies Reativas de Oxigênio 

FAFAR – Faculdade de Farmácia 

FAO – Food and Agriculture Organization of United Nations  



 

 

FDA – Food and Drug Administration  

FOS – Frutooligossacarídeo  

FRAP - Ferric Reducing Antioxidant Power 

IN – Instrução Normativa 

GAE – Galic Acid Equivalent 

GSH -Glutathione  

GPx - Glutathione peroxidase  

HPLC - High performance liquid chromatography 

Kcal – quilocalorias 

LAB – Latic Acid Bacteries 

LA-5 – Lactobacillus acidophilus linhagem LA5 

L. - Lactobacillus   

MAPA -  Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento  

MRS - Man, Rogosa and Sharpe  

MS -  Ministério da Saúde  

NMP -  Número mais provável  

P.A – Padrão Analitico 

PPGCA-Programa de Pós-Graduação em Ciência de Alimentos 

RDC – Resolução Diretoria Colegiada 

SOD – Superoxide Dismutase 

subsp. - Subespécie 

TGI - Trato gastrointestinal  

UFC -  Unidade formadora de colônia  



 

 

UV- Ultravioleta 

WHO - World Health Organization 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 SUMÁRIO   

1. INTRODUÇÃO ........................................................................................ 21 

2. OBJETIVOS ............................................................................................ 25 

2.1. Objetivo geral .......................................................................................... 25 

2.2. Objetivos específicos .............................................................................. 25 

3. REVISÃO DE LITERATURA ................................................................... 26 

3.1. Alimentos Funcionais .............................................................................. 26 

3.1.1. Panorama Brasileiro dos Alimentos Funcionais ...................................... 28 

3.2. Probióticos .............................................................................................. 33 

3.3. Soja ......................................................................................................... 36 

3.3.1. Potencial funcional da soja ...................................................................... 37 

3.3.2. Extrato Hidrossolúvel de soja .................................................................. 39 

3.4. Macaúba ................................................................................................. 41 

3.5. Compostos Bioativos ............................................................................... 46 

3.5.1. Antioxidantes ........................................................................................... 47 

3.5.2. Carotenoides ........................................................................................... 48 

4. MATERIAL E MÉTODOS ........................................................................ 51 

4.1. Material ................................................................................................... 51 

4.1.1. Matérias-primas ...................................................................................... 51 

4.1.2. Culturas microbianas liofilizadas ............................................................. 51 

4.2. Métodos .................................................................................................. 51 

4.2.1. Obtenção da polpa de macaúba in natura .............................................. 51 

4.2.2. Análises físico-químicas da polpa de macaúba ...................................... 53 

4.2.2.1. Composição Centesimal da Polpa .......................................................... 53 

4.2.2.2. Determinação de carotenoides totais na polpa de macaúba ................... 53 

4.2.3. Determinação do teor de compostos fenólicos totais e capacidade 

antioxidante in vitro na polpa de macaúba ........................................................... 54 

4.2.3.1. Obtenção dos extratos ............................................................................ 54 

4.2.3.2. Determinação dos compostos fenólicos totais ........................................ 55 

4.2.3.3. Determinação da capacidade antioxidante in vitro .................................. 55 

4.2.3.3.1. Método  de captura de radicais DPPH .............................................. 55 

4.2.3.3.2. Método de captura de radicais ABTS ............................................... 56 

4.2.3.3.3. Método FRAP ................................................................................... 57 

4.2.4. Análises microbiológicas da polpa de macaúba ...................................... 57 

4.2.5. Padronização e obtenção do inóculo para elaboração das bebidas 

fermentadas a base extrato hidrossolúvel de soja (EHS). .................................... 57 

4.2.5.1. Determinação do número de células viáveis nas culturas    liofilizadas 

para padronização do inóculo .............................................................................. 58 

4.2.5.2. Preparo das culturas microbianas para obtenção do inóculo 

padronizado..... ..................................................................................................... 58 

4.2.5.2.1. Cultura liofilizada YF-L812 ................................................................ 58 

4.2.5.2.2. Cultura liofilizada LA-5 ...................................................................... 59 



 

 

4.2.5.3. Ativação do inóculo para uso na produção da bebida fermentada por L. 

acidophilus (inóculo LA-5) .................................................................................... 59 

4.2.6. Elaboração das bebidas lácteas fermentadas com diferentes culturas 

lácteas.................... .............................................................................................. 59 

4.2.7. Preparo e adição da polpa de macaúba .................................................. 62 

4.2.8. Análise físico-química das bebidas fermentadas a base de EHS ........... 63 

4.2.9. Análises microbiológicas das bebidas fermentadas a base de EHS ....... 63 

4.2.10. Avaliação da vida de prateleira das bebidas fermentadas à base de EHS 

...............................................................................................................................63 

4.2.10.1. Viabilidade das culturas lácteas no produto final .............................. 64 

4.2.10.2. Determinação do pH e acidez titulável no produto final .................... 64 

5. ANÁLISE ESTATÍSTICA ......................................................................... 65 

6. RESULTADOS E DISCUSSÃO .............................................................. 66 

6.1. Obtenção da polpa de macaúba in natura .............................................. 66 

6.2. Análises Físico-químicas polpa de macaúba .......................................... 67 

6.2.1. Composição centesimal .......................................................................... 67 

6.2.2. Determinação de Carotenoides Totais e Compostos Fenólicos Totais ... 70 

6.3. Determinação da Capacidade Antioxidante in vitro da polpa de 

macaúba................................................................................................................72 

6.4. Analise microbiológica das polpas de macaúba ...................................... 75 

6.5. Testes preliminares no desenvolvimento das bebidas fermentadas a base 

de EHS. ................................................................................................................ 76 

6.6. Preparo da cultura liofilizada para fermentação ...................................... 77 

6.6.1. Determinação do número de células viáveis nas culturas liofilizadas. .... 77 

6.6.2. Padronização e determinação de células viáveis nas culturas lácteas ... 78 

6.7. Processo fermentativo das bebidas à base de EHS ............................... 80 

6.8. Analise físico química das bebidas fermentadas a base de EHS ........... 82 

6.9. Análise microbiológica das bebidas fermentadas ................................... 88 

6.10. Analise de pH, acidez e viabilidade celular das formulações de bebida 

fermentada a base de EHS durante armazenamento refrigerado ........................ 89 

6.10.1. Bebida fermentada sem adição de polpa de macaúba ........................... 89 

6.10.1.1. pH e acidez ....................................................................................... 89 

6.10.1.2. Viabilidade celular das culturas lácteas utilizadas ............................ 92 

6.10.2. Bebida fermentada com adição de polpa de macaúba ........................... 94 

6.10.2.1. pH e acidez ....................................................................................... 95 

6.10.2.2. Viabilidade celular das culturas utilizadas ........................................ 97 

6.11. Considerações finais sobre vida de prateleira e monitoramento dos 

atributos avaliados nas bebidas fermentadas a base de EHS. ............................ 99 

6.11.1. Bebidas fermentadas por L. acidophilus ............................................... 100 

6.11.2. Bebidas fermentadas por YF-L812 ....................................................... 101 

6.11.3. Bebidas fermentadas por YF-L812 + L. acidophilus .............................. 102 

7. CONCLUSÃO ....................................................................................... 103 

8. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ...................................................... 105 



 

 

9. ANEXOS ............................................................................................... 125 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



21 
 

1. INTRODUÇÃO 

 

O termo “Alimentos Funcionais”, introduzido pelo governo do Japão em 

meados de 1980, surgiu como resultado do esforço em desenvolver alimentos que 

melhorassem a saúde da população. A crescente evolução do conhecimento das 

ações dos compostos ativos presente nos alimentos, tanto de origem animal quanto 

vegetal, mudou a perspectiva da ação da dieta sobre a saúde. Esse fato vem 

aumentando o interesse em melhorar a qualidade da nutrição e alimentação, com 

foco na redução dos gastos com saúde pública através da prevenção de doenças, 

melhoria da qualidade e da expectativa de vida (STRINGHETA et al., 2007, 

SANCHO e PASTORE, 2016).  

Os alimentos funcionais devem apresentar propriedades benéficas além das 

nutricionais básicas. Podem conter um ou mais compostos bioativos que, aliados à 

uma dieta equilibrada e atividades físicas, proporcionem efeitos fisiológicos 

benéficos ao corpo humano. Além disso, devem fazer parte da dieta usual do 

indivíduo (SOUZA, et al., 2003; CRUZ et al., 2007). Dentre os principais compostos 

responsáveis pela funcionalidade dos alimentos pode-se citar os ácidos graxos poli-

insaturados, carotenoides, fibras alimentares, polióis, fitoesteróis, prebióticos, 

probióticos e proteína de soja (BRASIL, 2016).  

Os probióticos são definidos como microrganismos vivos que quando 

ingeridos em quantidade suficiente promovem benefícios à saúde do hospedeiro 

equilibrando a microbiota intestinal. Permanecem vivos no produto fermentado ou 

não e são resistentes à passagem pelo trato gastrointestinal (GOMES E MALCATA, 

1999; FERREIRA, 2001; SAAD et al., 2011). Para que um produto probiótico possa 

alegar promoção de saúde em sua rotulagem, deve ser demonstrado sua eficácia 

através de estudos científicos. Além disso, deve possuir a quantidade mínima viável 

necessária para exercer a propriedade funcional no final da validade do produto 

(BRASIL, 2016). Dentre os microrganismos empregados como probióticos, 

destacam-se as bactérias pertencentes aos gêneros Bifidobacterium e 

Lactobacillus e, em menor escala, as bactérias Enterococcus faecium e 

Streptococcus thermophilus. Dentre as bactérias pertencentes ao gênero 

Bifidobacterium, destacam-se B. bifidum, B. breve, B infantis, B. lactis, B. longum e 

B. thermophilum. Dentre as bactérias láticas pertencentes ao gênero Lactobacillus, 
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destacam-se L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. helveticus, L. casei 

- subsp. paracasei e subsp. tolerans, L. paracasei, L. fermentum, L. reuteri, L. 

johnsonii, L. plantarum, L. rhamnosus e L. salivarius (SANDERS e 

KLAENHAMMER, 2001; MARTINEZ et al., 2015). As bactérias dos gêneros 

Lactobacillus e Bifidobacterium são os microrganismos mais utilizados pelas 

indústrias de alimentos para a produção de bebidas fermentadas probióticas e são 

normalmente dominantes no intestino humano (GOMES e MALCATA, 1999; 

SILVEIRA, 2009). L. acidophilus são definidos como bactérias gram-positivas 

homofermentativas. São resistentes ao pH estomacal e produzem compostos 

voláteis, como o diacetil, contribuindo para o sabor e aroma do produto. A utilização 

de L. acidophilus como cultura pura, ou combinadas com outras bactérias láticas 

como Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus apresentam bons 

resultados no desenvolvimento de bebidas fermentadas utilizando base láctea ou 

vegetal (BARBOSA, 2007; KOPPER, 2009).  

A evolução dos conhecimentos científicos sobre a atuação dos probióticos, 

o aumento da expectativa de vida dos consumidores assim como a conscientização 

destes sobre a relação saúde e nutrição, são responsáveis pelo aumento do 

consumo e procura por alimentos funcionais (SANDERS,1998; BRITO et al., 2012). 

Aliado a esse fato, o consumidor opta cada vez mais, por produtos que ao mesmo 

tempo, resultem em benefícios à saúde e sejam atrativos do ponto de vista 

sensorial (SILVEIRA,2009; FERNANDES, 2013). Consequentemente, o mercado 

desses produtos tende a ser mais competitivo, permitindo que estudos e 

tecnologias sejam aperfeiçoadas e desenvolvidas. 

A soja se destaca como fonte de origem vegetal e é uma boa opção de 

consumo para pessoas alérgicas e intolerantes ao leite de vaca (RIQUETTE, 2013). 

A soja e seus derivados têm recebido atenção em pesquisas por serem importantes 

fontes de fibras, oligossacarídeos com potencial prebiótico (rafinose e estaquiose), 

vitaminas e minerais, proteínas e isoflavonas (FUCHS et al., 2005; HAULY et al., 

2005). Além de ser considerada importante para uma alimentação balanceada, 

fornecendo diversos nutrientes para a saúde humana.  

Dentre os derivados da soja, o extrato hidrossolúvel de soja (EHS) possui 

qualidades que permitem utilizá-lo como base para obtenção de produtos 

fermentados por possuir características semelhantes ao leite de vaca na 
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composição. Além disso, o EHS possui baixo custo e é de fácil obtenção (BERNAL-

MONDRAGON, 2009). Entretanto, apesar das características positivas da soja e 

de seus derivados, o consumo no Brasil é limitado devido ao seu sabor 

desagradável e a presença de componentes indesejáveis como inibidores de 

tripsina, ácido fitico e dos oligossacarídeos de rafinose (causadores de flatulência). 

Além disso, a presença de proteínas como a glicinina e β-conglicinina, podem 

causar reação de hipersensibilidade, comprometendo a mucosa intestinal 

(GRANT,1989; ROSSI, 2000; PAULA, 2007). A fermentação do EHS permite 

melhorar essas características, uma vez que os produtos da fermentação 

mascaram o sabor desagradável da soja permitindo o desenvolvimento de produtos 

com melhores sabores (HOU et al., 2000; MORAES et al., 2006). Além disso, a 

fermentação pode melhorar o valor nutricional decorrente da redução de saponinas 

e fitatos (FAVARO TRINDADE et al., 2001). 

O mercado de alimentos funcionais está em constante mudança e as 

organizações estão cada vez mais buscando novas tecnologias e aplicações de 

ingredientes que geram atributos diferenciados aos seus produtos (GIANEZINI et 

al., 2012). Nesse sentido, o emprego de fontes naturais de compostos antioxidantes 

vem ganhando importância devido às suas propriedades funcionais. Reconhecidos 

como sendo compostos capazes de evitar o início ou propagação das reações em 

cadeia, que acontece nos organismos vivos, os antioxidantes estão presentes em 

várias fontes vegetais. As frutas são exemplo de fontes naturais de vitaminas C, 

vitaminas E, carotenoides e flavonoides; que possuem potencial antioxidante e 

efeitos protetores sobre o sistema cardiovascular (HASSIMOTTO,2005; 

VASCONCELOS et al.,2006; GAMA e SYLOS, 2007). As frutas do cerrado vêm 

ganhando destaque pelo seu potencial agrícola e sua utilização pela população 

local nas mais variadas formas e o estudo de suas propriedades podem auxiliar na 

avaliação do consumo e desenvolvimento de novos produtos (SILVA et al., 2001; 

SILVA et al., 2008). Dentre estas, o fruto da macaúba (Acrocomia aculeata (Jacq.) 

Lodd. ex Mart.), uma palmeira típica do Brasil, possui propriedades nutritivas 

importantes. Com elevado teor de ácidos graxos insaturados e fibras alimentares, 

proteínas e carotenoides, o fruto da macaúba apresenta elevado potencial para o 

desenvolvimento de novos produtos, incluindo aqueles com apelo funcional 

(OLIVEIRA e ROCHA, 2008; SIQUEIRA, 2012). 
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Diante da crescente demanda do mercador consumidor por produtos 

funcionais e inovadores, a indústria de alimentos busca sempre a aplicação de 

tecnologias no desenvolvimento de novos produtos. A fermentação do EHS por 

bactérias láticas, associada aos probióticos, possibilita o desenvolvimento de 

produtos fermentados não lácteos potencialmente nutritivos e funcionais.  Além 

disso, o emprego de frutas regionais como a macaúba, podem contribuir com o 

potencial nutritivo de novas formulações. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

Produzir bebidas fermentadas à base de extrato hidrossolúvel de soja (EHS) 

adicionada de polpa de macaúba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.) 

utilizando cultura láctea tradicional do iogurte e linhagem probiótica de Lactobacilus 

acidophilus (La-5). 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

- Determinar a composição centesimal da polpa de macaúba obtida; 

- Determinar os compostos fenólicos totais, avaliar a atividade antioxidante in vitro 

e quantificar os carotenoides totais da polpa de macaúba obtida; 

- Realizar análise microbiológica da polpa de macaúba obtida conforme legislação 

vigente; 

- Desenvolver 3 formulações de bebida fermentada utilizando EHS contendo cultura 

comercial probiótica (linhagem de Lactobacillus acidophilus La-5), cultura 

tradicional do iogurte (Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus e Streptococcus 

salivarius subsp. thermophilus) e a mistura de ambas; 

- Determinar a composição centesimal do produto final; 

- Avaliar a vida de prateleira do produto final em relação ao pH, acidez titulável em 

ácido orgânico (ácido lático) e viabilidade das culturas lácteas; 

- Realizar análise microbiológica do produto final segundo legislação vigente. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. Alimentos Funcionais 

 

A alimentação humana tem um significado muito maior do que prover apenas 

os nutrientes necessários para o desenvolvimento do homem. Por meio da 

alimentação, o homem busca suprir, além das necessidades energéticas, as de 

bem-estar, de satisfação e de saúde. A evolução tecnológica e os avanços 

científicos mudaram o perfil da sociedade. Apesar das desigualdades ainda 

existentes, a população mundial alcançou melhores condições socioeconômicas 

elevando a expectativa e a qualidade de vida e provocando mudanças no padrão 

alimentar (NITZKE,2012). 

A busca pelo “padrão ideal” do corpo e da saúde, faz com que a população 

procure por alimentos que sejam além do não perecível, do transportável e fácil de 

preparar. Os alimentos devem ser seguros, sensorialmente e nutricionalmente 

adequados e devem contribuir para a diminuição do aparecimento de doenças e 

ainda prolongar a jovialidade do indivíduo (LAJOLO,2002; MONTANARI,2008;) 

Esse cenário foi classificado como o início do desenvolvimento dos alimentos 

funcionais, e a partir desse momento surgiram questionamentos tecnológicos, 

legais e mudanças comportamentais (SIRÓ et al., 2008; NITZKE, 2012). 

Os alimentos funcionais surgiram por volta de 1980, no Japão, decorrente 

de ação do governo daquele país com o objetivo principal de diminuir os custos 

com tratamentos e despesas médicas relacionados à população idosa em 

crescimento. Diante disso, iniciaram-se pesquisas na busca de prevenção de 

doenças e descobriu-se alimentos que forneciam benefícios à saúde além das 

necessidades nutricionais (MALTA et al., 2006; IKEDA, 2010; PLA, 2013). 

Os alimentos funcionais podem ser definidos como aqueles que oferecem 

benefícios metabólicos e fisiológicos, além dos nutrientes básicos, podendo 

influenciar positivamente nos sistemas biológicos (BRASIL, 2002; VIDAL et al.; 

2012). A sua ingestão regular associada á hábitos de vida saudável contribuem 

para a manutenção da saúde do consumidor. Podem ser classificados quanto à 

fonte de origem, vegetal ou animal; ou quanto aos benefícios que oferece, atuando 

em diversas áreas do organismo: sistema gastrointestinal, cardiovascular, 



27 
 

metabolismo de substratos, crescimento, desenvolvimento, diferenciação celular, 

comportamento das funções fisiológicas e como antioxidantes (SCHULKA, COLLA, 

2014).  

A funcionalidade destes alimentos está associada à presença de compostos 

bioativos (BASHO, 2010; FREITAS, 2014). Estes compostos, também 

denominados de fitoquímicos, são substâncias formada pelo metabolismo 

secundário das plantas intimamente relacionados aos mecanismos de defesa 

frente ao estresse ambiental (HORST e LAJOLO, 2007; VIZZOTTO et al., 2012). 

São encontrados em pequenas quantidades em frutas, hortaliças e grãos e sua 

ingestão por meio da dieta pode contribuir na manutenção dos sistemas 

biologicamente ativos (LIU, 2004; HO et al., 2010;). Em relação a natureza química 

e molecular, as substâncias bioativas podem ser classificadas em: 

• Isoprenóides: carotenóides, saponinas, tocoferóis, tocotrienos e terpenos 

simples;  

• Compostos fenólicos: cumarinas, taninos, lignina, antocianinas, 

isoflavonas, flavonoides; 

• Proteínas, aminoácidos e afins: isotiocianatos, folato, colina, compostos 

alil sulfurados;  

• Carboidratos e derivados: ácido ascórbico, oligossacarídeos, 

polissacarídeos não amiláceos;  

• Ácidos graxos e lipídeos: poli-insaturados (PUFA), ômega-3, 

esfingolipídeos, lecitina;  

• Minerais: Ca, Se, K, Cu, Zn; 

• Microbiológicos: probióticos de diferentes espécies 

Alimentos como a soja, aveia, tomate e óleo de peixe são exemplos de fontes 

de substâncias bioativas já reconhecidas (PACHECO e SGARBIERI, 1999; 

JONES, 2002; RODRÍGUEZ et al., 2003; PIMENTEL et al., 2005; FRANCO, 2006).  

Entretanto, vale ressaltar que apesar de ser um campo excelente de pesquisas na 

área de tecnologia de alimentos e dos benefícios que os alimentos funcionais 

oferecem a saúde, é de suma importância que a segurança da adição do 

componente e a alegação da funcionalidade seja baseada em critérios científicos 

rigorosos (FRANCO, 2006). O estudo da ação do composto em organismos 

biologicamente ativos deve ser avaliado, não só com intuito de fornecer o benefício, 
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mas sim considerando os efeitos da ingestão em excesso e a interferência em 

outros sistemas biológicos (JONES, 2002; RODRÍGUEZ et al., 2003; PADILHA e 

PINHEIRO, 2004; RIQUETE, 2013;). 

 

3.1.1. Panorama Brasileiro dos Alimentos Funcionais 

 

No Brasil, a década de 90 marcou o início dos alimentos associados ao bem-

estar e a saúde dos consumidores. Após o pioneirismo do Japão, os alimentos 

passaram a ser vistos como forma de promoção da saúde do consumidor brasileiro. 

O Brasil foi o primeiro país da América Latina a possuir uma legislação sobre 

alimentos/ingredientes com características especiais, ou alegação de propriedades 

funcionais ou de saúde, sem, no entanto, ter uma regulamentação própria para 

“alimentos funcionais” (FRANCO, 2006).    

Em 1999, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) publicou as 

primeiras regulamentações sobre o uso de alimentos funcionais. As Resoluções 

ANVISA/MS nº 17/99 (Diretrizes básicas para avaliação de risco e segurança dos 

alimentos), ANVISA/MS nº 18/99 (Diretrizes básicas para análise e comprovação 

de propriedades funcionais e  ou de saúde alegadas em rotulagem de alimentos) e 

ANVISA/MS nº 19/99 (Procedimentos para registro de alimento com alegação de 

propriedades  funcionais e ou de saúde em sua rotulagem) foram o marco legal 

para os alimentos com alegações de propriedades funcionais ou de saúde 

(RIQUETE,2013; BRASIL,2016). Essas resoluções apresentavam definições 

básicas de alegações e os princípios gerais para o uso dessas.  

No mesmo ano, a ANVISA aprovou a Portaria 15/1999 que constituiu a 

Comissão de Assessoramento Tecnico-Científica em Alimentos Funcionais e 

Novos Alimentos - CTCAF, com a função de subsidiar a Diretoria de Alimentos e 

Toxicologia nas decisões relacionadas aos critérios de riscos dos alimentos. Em 

2005, a CTCAF foi alterada para Comissão de Assessoramento Tecnocientífico em 

Alimentos com Alegação de Propriedade Funcional e, ou, de Saúde e Novos 

Alimentos pela Portaria 386/2005 (BRASIL,1999; BRASIL,2005).  

Ao longo dos anos, várias outras resoluções foram aprovadas, em destaque 

para a Resolução RDC n°2 de 2002, que se aplica às diretrizes a serem adotadas 

para a avaliação de segurança, registro e comercialização de substâncias bioativas 
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e probióticos isolados com alegação de propriedades funcional e, ou, de saúde, 

apresentadas como formas farmacêuticas (BRASIL,2002). 

Podemos ressaltar ainda o Informe Técnico n°9 de 2004 que trouxe 

orientação para utilização, em rótulos de alimentos, de alegação de propriedades 

funcionais de nutrientes com funções plenamente reconhecidas pela comunidade 

científica (item 3.3 da Resolução ANVISA/MS nº18/99) (BRASIL,2004). 

Após 5 anos da publicação das primeiras regulamentações pela ANVISA, os 

produtos até então aprovados como propriedades funcionais foram reavaliados 

pelo órgão. Adotando pesquisas cientificas atuais e a percepção do consumidor 

frente a essas informações, a ANVISA decidiu que as alegações deveriam estar em 

concordância com as diretrizes do Ministério da Saúde e promoveu mudanças nas 

alegações até então utilizadas (STRINGHETA et al., 2007). 

Em 2008, 9 anos após as primeiras regulamentações, a ANVISA publicou a 

lista das substâncias e de microrganismos reconhecidos para uso das alegações 

funcionais. A partir desse ano, os registros de novas alegações seriam feitos 

mediante comprovação científica da eficácia dos mesmos atendendo os dispostos 

das Resoluções RDC n°18 e n° 19 de 30 de abril de 1999.  

Atualmente, a regulamentação do uso de substâncias bioativas permanecem 

em concordância com as resoluções aprovadas desde 1999. Em 2016, em mais 

uma atualização, a ANVISA publicou nova lista dos nutrientes e não nutrientes com 

as alegações padronizadas (Quadro 1) e seus respectivos requisitos específicos 

que estão em vigor. 
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Quadro 1- Compostos com alegação de propriedades funcionais atualizados pela Anvisa. 

SUBSTÂNCIA COMPOSTO 
 

ALEGAÇÃO PADRONIZADA 

 
 

ÁCIDOS GRAXOS 
 

 
Ácidos graxos poli-insaturados 

da família ômega 3 
EPA – àcido eicosapentanoico 

DHA ácido docosaexanoico 
 

“O consumo de ácidos graxos ômega 3 auxilia na manutenção de 
níveis saudáveis detriglicerídeos, desde que associado a uma 

alimentação equilibrada e hábitos de vida saudáveis”. 

CAROTENÓIDES 
 

Licopeno 
“O licopeno tem ação antioxidante que protege as células contra os 

radicais livres. Seu consumo deve estar associado a uma alimentação 
equilibrada e hábitos de vida saudáveis”. 

Luteina 
“A luteína tem ação antioxidante que protege as células contra os 

radicais livres. Seu consumo deve estar associado a uma alimentação 
equilibrada e hábitos de vida saudáveis”. 

Zeaxantina 
“A zeaxantina tem ação antioxidante que protege as células contra os 
radicais livres. Seu consumo deve estar associado a uma alimentação 

equilibrada e hábitos de vida saudáveis”. 

FIBRAS 
ALIMENTARES 

Fibras alimentares 
“As fibras alimentares auxiliam o funcionamento do intestino. Seu 
consumo deve estar associado a uma alimentação equilibrada e 

hábitos de vida saudáveis”. 

Beta Glucana em farelo de 
aveia, aveia em flocos e farinha 

de aveia 

“Este alimento contém beta glucana (fibra alimentar) que pode auxiliar 
na redução do colesterol. Seu consumo deve estar associado à uma 

alimentação equilibrada e baixa em gorduras saturadas e a hábitos de 
vida saudáveis”. 

Dextrina resistente 
“As fibras alimentares auxiliam o funcionamento do intestino. Seu 
consumo deve estar associado a uma alimentação equilibrada e 

hábitos de vida saudáveis”. 
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Frutooligossacarídeo – FOS 
“Os frutooligossacarídeos – FOS (prebiótico) contribuem para o 

equilíbrio da flora intestinal. Seu consumo deve estar associado a 
uma alimentação equilibrada e hábitos de vida saudáveis”. 

Goma guar parcialmente 
hidrolisada 

“As fibras alimentares auxiliam o funcionamento do intestino. Seu 
consumo deve estar associado a uma alimentação equilibrada e 

hábitos de vida saudáveis”. 

Inulina 
“A inulina (prebiótico) contribui para o equilíbrio da flora intestinal. Seu 

consumo deve estar associado a uma alimentação equilibrada e 
hábitos de vida saudáveis”. 

Lactulose 
“A lactulose auxilia o funcionamento do intestino. Seu consumo deve 

estar associado a uma alimentação equilibrada e hábitos de vida 
saudáveis”. 

Polidextrose 
“As fibras alimentares auxiliam o funcionamento do intestino. Seu 
consumo deve estar associado a uma alimentação equilibrada e 

hábitos de vida saudáveis”. 

Psillium ou psyllium 
“O psillium (fibra alimentar) auxilia na redução da absorção de 

gordura. Seu consumo deve estar associado a uma alimentação 
equilibrada e hábitos de vida saudáveis”. 

Quitosana 
“A quitosana auxilia na redução da absorção de gordura e colesterol. 
Seu consumo deve estar associado a uma alimentação equilibrada e 

hábitos de vida saudáveis”. 

Fitoesterois 
“Os fitoesterois auxiliam na redução da absorção de colesterol. Seu 

consumo deve estar associado a uma alimentação equilibrada e 
hábitos de vida saudáveis”. 

POLIOIS Manitol / xilitol / sorbitol 
“Manitol / Xilitol / Sorbitol não produz ácidos que danificam os dentes. 

O consumo do produto não substitui hábitos adequados de higiene 
bucal e de alimentação” 

PROBIOTICOS - 
A alegação de propriedade funcional ou de saúde deve ser proposta 
pela empresa e será avaliada, caso a caso, com base nas definições 

e princípios estabelecidos na Resolução n. 18/1999. 



32 
 

PROTEÍNA DE 
SOJA 

Proteína de soja 
“O consumo diário de no mínimo 25 g de proteína de soja pode ajudar 

a reduzir o colesterol. Seu consumo deve estar associado a uma 
alimentação equilibrada e hábitos de vida saudáveis". 

Fonte: Anvisa, 2016. Com adaptações. 
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3.2.  Probióticos 

 

A interação existente entre o homem e os microrganismos data de muito 

antes das descobertas de aplicações de microrganismo no desenvolvimento de 

produtos. O corpo humano, em suas diferentes partes é habitado por trilhões de 

microrganismos. A pele, cavidades orais, trato gastrointestinal são alguns dos 

locais onde os microrganismos coabitam de maneira equilibrada e necessária a 

manutenção da saúde do corpo (TURNBAUGH et al. 2007; SCALDAFERRI et al., 

2013; DOUILLARD et al., 2014; DALIRI et al., 2015;). 

Ao nascer, o homem é considerado estéril e a colonização do corpo ocorre 

imediatamente após o nascimento. A transferência mãe-filho pode ocorrer através 

do parto e pelo leite materno. A colonização inicial do recém-nascido é responsável 

pela resposta imunológica e metabólica durante seu desenvolvimento e influência 

na susceptibilidade de doenças futuras (POKUSAEVA et al., 2011; VERSALOVIC, 

2013; DALIRI et al.,2015). Dentre a microbiota presente no corpo humano, aquela 

que habita o trato gastrointestinal mantém as reações bioquímicas do hospedeiro 

em equilíbrio, evitando assim que microrganismos patogênicos possam exercer seu 

potencial causador de doenças (ZIEMER e GIBSON, 1998; WALL et al., 2009; 

BARBOSA et al, 2010). 

Esses microrganismos presentes ou isolados do trato gastrointestinal 

humano são amplamente estudados e aplicados no desenvolvimento de produtos 

e formulações por exercerem relações benéficas com o hospedeiro quando 

consumidos regularmente. Os probióticos são definidos como microrganismos 

vivos que quando consumidos em quantidades adequadas promovem benefícios a 

saúde do consumidor (FAO e WHO, 2006; HILL et al., 2014). 

Acredita-se que os probióticos modulam a microbiota intestinal através do 

mecanismo de exclusão competitiva, impedindo a colonização da mucosa intestinal 

por microrganismos patogênicos (GUARNER & MALAGELADA, 2003). Através da 

competição por sítios de adesão no intestino, por nutrientes ou produção de 

bacteriocinas, os probióticos são capazes de impedir a proliferação de 

microrganismos indesejáveis. Além disso, os probióticos são capazes de aumentar 

a resistência imunológica do hospedeiro, uma vez que sua multiplicação ocorre em 

detrimento dos potenciais patógenos presentes (PUUPPONEN-PIMÃ et al., 2002; 
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GUARNER & MALAGELADA, 2003; NICOLI et al., 2003; BURITI et al., 2005; 

BERMUDEZ-BRITO et al., 2012). Algumas espécies são capazes ainda de modular 

a imunidade e a permeabilidade da mucosa digestiva, promovendo um aumento de 

circulação de células T (atuam contra antígenos externos) e células B (produzem 

anticorpos) além do aumento da produção de vitaminas do complexo B 

(GORBACH,2000; FIORAMONTI et al.,2003; JAIN et al., 2004; MARTINEZ et al., 

2015). 

 Alguns efeitos benéficos da ação dos probióticos estão demonstrados na 

Figura 1. 

Figura 1- Efeitos relacionados ao consumo de probióticos. 

 

Fonte: PARVEZ et al., 2006; MARTINEZ et al., 2015 com adaptações 
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Para ser considerado um microrganismo probiótico, as cepas devem ser 

capazes de sobreviver a passagem do sistema digestivo, ser capaz de colonizar o 

intestino, resistir ao suco gástrico, pancreático e aos sais biliares (PUPIN, 2012). 

Ainda devem possuir aderência ao epitélio intestinal, possuir atividade 

antimicrobiana, não serem patogênicas e toxicas e serem isoladas do trato 

intestinal humano (COEURET et al., 2004; GUARNER et al.,2005; BRANDT et al., 

2006; MARTINEZ et al., 2015). Entretanto, o potencial probiótico de outras espécies 

de microrganismos não encontrados usualmente no trato gastrointestinal humano, 

a exemplo da Saccharomyces boulardii, também já foi evidenciado (GENEROSO 

et al., 2011).  Algumas espécies exercem efeito benéfico mesmo não resistindo à 

passagem gástrica ou colonizando o intestino, como é o caso do S. thermophilus, 

que é capaz de produzir β-galactosidase no intestino melhorando a absorção de 

lactose. Em estudos recentes, há relatos de que células não viáveis são capazes 

de gerar respostas imunológicas benéficas à saúde, produzindo efeito anti-

inflamatório (DROUAULT et al., 2002; REID et al., 2003; SANDERS, 2003; MATER 

et al., 2005; RANADHEERA et al., 2010).  

Os gêneros Lactobacillus e Bifdobacterium fazem parte do grupo das 

bactérias ácido láticas (LAB) e se destacam como os mais adequados para 

emprego no desenvolvimento de produtos probióticos (FERREIRA, 2012; OMURA, 

2014). A grande utilização de linhagens destes gêneros está relacionada aos 

efeitos benéficos comprovados e sua segurança de uso de longa data, apesar da 

existência de relatos de casos de infecções causadas por estes gêneros em 

indivíduos imunodeprimidos (VESTERLUND et al., 2007; CHERY,2013). 

O gênero Lactobacillus compreendem os microrganismos gram positivos, 

imóveis, catalase negativo (algumas espécies podem ser pseudo-catalase), forma 

bacilar ou coco bacilo agrupado em pares ou correntes. São anaeróbios facultativos 

e não esporulados. Possuem temperatura ótima de crescimento na faixa de 35-40 

°C, e podem ser classificados em homo fermentativos obrigatórios, 

heterofermentativos obrigatórios ou heterofermentativo facultativo (OMURA,2014). 

Lactobacillus acidophilus é comumente empregado como cultura probiótica 

no desenvolvimento de produtos funcionais. Pioneiramente empregado em 

produtos de base láctea, sua aplicação atualmente se expande em diversos outros 

produtos alimentícios. Usados isoladamente ou em associação com outras culturas 
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lácteas, como Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus, cepas de L. 

acidophilus viáveis e não viáveis foram capazes de inibir a adesão de patógenos in 

vitro. Além disso cepas isoladas de L. acidophilus demonstraram efeitos 

antimicrobianos frente Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni, Clostridium 

difficile e Campylobacter coli, que são os principais agentes etiológicos 

relacionados a infecções entéricas. O uso associado com Bifdobacterium também 

revelaram inibição frente H. pylori. Em estudos experimentais, L. acidophilus foi 

eficaz contra Salmonella enteritidis subsp. typhimurium, Shiguella flexneri, E. coli e 

S. aureus (MICHETTI et al., 1999; YOUNG & HUFFMAN, 2003; SERVIN & 

COCONNIER, 2003; PANT et al., 2007). 

A aplicação de L. acidophilus em diversas bases alimentares tem se 

mostrado eficaz e benéfica. Entretanto, o uso de qualquer espécie potencialmente 

probiótica deve ser pautada cientificamente na comprovação da ação sobre a 

saúde do consumidor desse probiótico. Estudos com o consumidor final devem ser 

realizados para garantir a comprovação da ação (FAO/WHO; 2001; SANDERS, 

2003; BRASIL,2016). 

  L. acidophilus (LA5) é um exemplo de linhagem probiótica cuja ação em 

humanos é bem documentada. A linhagem LA-5 possui eficácia comprovada e 

segurança de uso, sendo comumente empregada no desenvolvimento e aplicação 

em produtos alimentícios (JUNTUNEN et al., 2001, REID et al.,2003; JAIN et al., 

2004; WANG et al., 2004). 

 

3.3. Soja  

 

A soja (Glycine max) é uma planta herbácea pertencente à família Farbaceae 

ou das leguminosas. Originária do sudoeste da Ásia, atualmente a soja é cultivada 

em diversas regiões do planeta devido a sua capacidade de adaptação e as 

pesquisas em melhoramento genético. O Brasil é o segundo maior produtor mundial 

do grão, alcançando produção de 113,923 milhões de toneladas na safra 

2016/2017, sendo o estado do Mato Grosso o maior produtor brasileiro com cerca 

de 27% de toda a produção nacional (BIANCO et al., 2012, CONAB, 2017).   

Apesar da maior parte da produção de soja ser destinada para commodity, 

vários outros setores industriais desenvolvem produtos e conquistam cada vez mais 
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mercado. A indústria energética utiliza o óleo de soja como principal fonte de 

produção de biodiesel. Essa matéria prima responde por 80% de toda a produção 

nacional (BRASIL, 2017). A soja ainda é utilizada na alimentação animal, sendo 

uma das principais matérias-primas utilizada no desenvolvimento de rações. 

De grande versatilidade, o grão de soja é utilizado na alimentação humana 

de forma direta ou indireta e vem ganhando destaque pelas propriedades funcionais 

e nutricionais presentes. Fonte de proteínas de alta qualidade, a soja e seus 

produtos são amplamente consumidos em países asiáticos. Historicamente há 

relatos dos benefícios à saúde decorrente do consumo regular de soja. Além disso, 

a soja se destaca pela capacidade de fornecer compostos bioativos, como as 

isoflavonas, lipídeos, vitaminas e minerais. Nos países ocidentais, o consumo de 

soja vem crescendo graças ao avanço tecnológico. O melhoramento genético das 

linhagens cultiváveis possibilita a obtenção de grãos mais adaptados as exigências 

sensoriais dos consumidores. (SILVA et al., 2006; CARRAO-PANIZZI et al., 2012). 

 

3.3.1. Potencial funcional da soja 

 

A proteína de soja é uma excelente fonte proteica dentre os vegetais. Possui 

quase a totalidade de aminoácidos essenciais (exceto os sulfurados) podendo ser 

comparada à proteína de alta qualidade animal. Na soja, as proteínas 

predominantes são as globulinas de reserva. Apresentam 4 frações e são 

sintetizadas durante o desenvolvimento do grão juntamente com os lipídeos. A 

fração 11S conhecida como glicinina representa cerca de 37% do total das 

proteínas da soja.  A fração 7S possui cerca de 90% de β-conglicinina 

(glicoproteína) além de enzimas como β-amilase e lipoxigenase. Juntas, essas 

duas frações representam a maior parte das proteínas presentes no grão 

(BHATHENA, 2007). Em menor quantidade, na fração 2S, estão os inibidores de 

tripsina. Esses compostos são fatores antinutricionais e precisam ser inativados 

para evitar interferência na absorção e digestibilidade da proteína, reduzindo seu 

valor biológico. Por fim, a fração 15S engloba demais proteínas presentes no grão. 

 Por ser uma proteína de baixo custo com propriedades benéficas já 

reconhecidas, é utilizada como fonte proteica na alimentação humana em diversas 

preparações alimentares e em dietas vegetarianas.  Os derivados proteicos de soja 
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são amplamente utilizados nas formulações de produtos alimentícios devido suas 

propriedades organolépticas, hidrofílicas, intermoleculares e interfásicas. Estas 

propriedades possibilitam melhoramento tecnológico de produtos cárneos, pães e 

sopas, além de diminuir custo de produção e ainda contribuir na suplementação 

proteica. Entretanto, vale ressaltar que as propriedades tecnológicas das proteínas 

de soja são dependentes das condições de cultivo, colheita, estocagem e 

processamento (GOÉS-FAVONI, 2004). 

A soja e seus subprodutos, em função do teor e qualidade de proteína e 

presença de fitoesteróis, se destaca por apresentam funcionalidades benéficas à 

saúde humana. Está associada à prevenção e a ação terapêutica, reduzindo o risco 

de algumas doenças crônicas e degenerativas como doenças cardiovasculares, 

alguns tipos de câncer (mama, útero, próstata), osteoporose, além de alívio dos 

sintomas da pós-menopausa. A proteína da soja atende ao requisito de alimentos 

com alegação de propriedade funcional reconhecidos pela Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) sendo seu consumo associado a redução dos níveis 

de LDL-colesterol (HOU, 2000; RODRIGUES, 2003; WILLE et al., 2004; ZHOU, 

2004; MA et al., 2004; GUIMARÃES, 2005; EMBRAPA SOJA, 2007; BRASIL, 2017) 

As isoflavonas, um fitoesterol presente na soja, são compostos fenólicos 

provenientes do metabolismo secundário das plantas que interagem quimicamente 

com receptores de estrógenos (α e β) do corpo humano devido a sua similaridade 

com o β17-estradiol (Figura 2). Desta forma, as isoflavonas atuam no organismo 

como estrógenos verdadeiros, equilibrando os níveis dos estrógenos endógenos 

sem os efeitos colaterais destes.  

 

Figura 2- Estrutura do estradiol e isoflavona 

Isoflavona (Daidzeína)                                 Estradiol 

Fonte: Garrido et al., 2006.  
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As isoflavones apresentam 4 formas químicas dependentes do radical que a 

compõem totalizando 12 formas diferentes ou isômeros, conforme descrito abaixo: 

• Isoflavonas aglicoladas: daidzeína, genistéina e gliciteína 

• Β-glicosídeos: daidzina, genistina e glicitina 

• Derivados glicosilados acetilados: 6-“O-acetil daidzina, 6-“O-acetil 

genistina, 6-“O-acetil glicitina. 

• Derivados malonilados: 6-“O-malonildaidzina, 6-“O-malonilgenistina, 

6-“O-malonilglicitina. 

Estudos demonstram que o consumo regular de isoflavonas contribui na 

prevenção de doenças cardiovasculares, alguns cânceres, osteoporose e sintomas 

de menopausa.  

Nos alimentos, as isoflavonas apresentam-se conjugadas com glicosídeos. 

Nesta forma, não são absorvidas pelo organismo devido ao seu tamanho e por seu 

caráter hidrofílico. Apenas as isoflavonas livres são capazes de atravessar as 

membranas do epitélio, sendo necessário a hidrolise das isoflavonas conjugadas 

pelo organismo do indivíduo. 

As isoflavonas são podem contribuir com amargor e adstringência. Esses 

atributos sensoriais indesejados podem ser reduzidos pelo tratamento térmico 

aplicado. Além destas alternativas tem-se o melhoramento genético que pode obter 

genótipos com sabor suave, pela supressão de lipoxigenases (ARAÚJO et al., 

1997).   

Apesar das propriedades nutricionais importantes presente na soja, os 

atributos sensoriais são os principais fatores de rejeição dos produtos derivados 

desta. A presença de oligossacarídeos não digeríveis como estaquiose e rafinose, 

causadores de flatulência em indivíduos sensíveis e dor abdominal reduzem seu 

consumo. Entretanto, a soja e seus derivados constituem-se em matérias-primas 

altamente promissoras para uso na indústria de alimentos, contribuindo no 

desenvolvimento de produtos nutricionalmente importantes e economicamente de 

baixo custo (RODRIGUES, 2003; GUIMARÃES, 2005).   

 

3.3.2. Extrato Hidrossolúvel de soja 
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Aliado ao seu apelo funcional, a utilização dos derivados de soja, dentre eles 

o extrato hidrossolúvel, possibilitou o desenvolvimento de uma gama de novos 

produtos expandido o mercado e apresentando outras alternativas no consumo de 

proteínas vegetais (GENOVESE & LAJOLO, 2001; BRASIL, 2016). 

O EHS, popularmente chamado de “leite de soja”, é o produto obtido pela 

extração aquosa dos grãos de soja. Nesse extrato estão dispersos proteínas, 

carboidratos, lipídeos e alguns minerais. A obtenção do extrato envolve as etapas 

de descascamento, hidratação, desintegração à quente, suspensão em água, 

cozimento e filtração. Pode ainda ser processado na forma de pó, solúvel em agua, 

por meio de técnicas apropriadas (HOU et al., 2000; RODRIGUES, 2003). 

O potencial tecnológico do EHS pode ser associado à sua semelhança com 

o leite bovino. Utilizado na dieta de crianças e adultos intolerantes a lactose ou 

alérgicas ao leite bovino, o mercado de produtos de soja vem se expandindo e a 

necessidade de desenvolvimentos de novas aplicações se tornam cada dia mais 

necessárias (MORAES, 2002; RODRIGUES, 2003). 

Apesar das melhorias dos cultivares utilizados e da expansão do consumo, 

a soja e seu extrato ainda encontram barreiras ligadas as características sensorias 

dos produtos. Durante o processamento do extrato de soja, a partir de grãos, são 

formados aldeídos, acetais, ésteres, compostos sulfurados, hidrocarbonetos, 

compostos aromáticos, cetonas, álcoois, dentre outros que são responsáveis pela 

adstringência e o sabor característicos de feijão cru, limitando o consumo e o 

desenvolvimento de produtos utilizando essa base vegetal (MARFO et al., 1990; 

MORAES, 2002).   

Os processos fermentativos apresentam resultados positivos na melhoria 

dos atributos sensoriais dos produtos à base de soja. Estudos realizados por 

Bernal-Mondragon (2004), Machado (2006) e Riquete (2013) demonstraram o 

potencial do EHS no desenvolvimento de bebidas fermentadas com culturas lácteas 

puras e associadas com bactérias probióticas, dentre elas, o Lactobacillus casei e 

Lactobacillus acidophilus.  

O extrato de soja é adequado para o crescimento de bactérias lácticas 

devido à presença de oligossacarídeos, aminoácidos e peptídeos. É considerado 

um excelente veículo para bifidobactérias, já que a proteína da soja protege essas 

bactérias da ação de sais biliares, favorecendo a colonização intestinal (HAULY et 
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al., 2005). A produção de produtos similares a iogurtes, mediante o uso de 

fermentação láctica, utilizando o extrato de soja puro ou em misturas com leite 

bovino ou de outros mamíferos, é uma alternativa interessante para substituir 

proteínas animais, ou para a produção de iogurtes “vegetarianos” (CUENCA e 

QUICAZÁN, 2004).   

O “iogurte de soja” é um produto obtido da fermentação do extrato aquoso 

de soja, de boa aceitabilidade e custo reduzido, porém deficiente em minerais,  

principalmente cálcio. Este é um dos problemas na sua elaboração, pois a 

adição de cálcio não é tecnicamente viável devido a facilidade de precipitação com 

as proteínas (UMBELINO et al., 2001). 

 

3.4. Macaúba 

 

O cerrado é o segundo maior bioma brasileiro ocupando uma área de 2 

milhões de quilômetros quadrados, correspondendo a 22% do território nacional.  

Considerado o bioma mais rico do planeta, o cerrado brasileiro é berço de 

nascentes hidrográficas importantes no território nacional, como as bacias 

Araguaia-Tocantins e São Francisco. Possui uma vegetação caracterizada por 

coberturas rasteiras, arbustos, árvores esparsas e tortuosas, de casca grossa, 

folhas largas e raízes profundas e estende-se pelos estados de Goiás, Mato 

Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins, Ceará, Pará, Rondônia, Minas Gerais, 

Bahia, São Paulo, Paraná, e Distrito Federal (Figura 4) (CARRAZZA e ÁVILA, 2010; 

OLIVEIRA e SCARIOT, 2010). 
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Figura 4- Cerrado Brasileiro. 

       

       

        Fonte: BRASIL, 2015. 

 

Dentre as riquezas encontradas no cerrado brasileiro, a diversidade de 

espécies vegetais com suas características sensoriais peculiares e potencial 

nutricional vem despertando o interesse científico e se tornando uma fonte de renda 

para as populações rurais inseridas nesse bioma (SIQUEIRA, 2012; DAMIANI et 

al., 2013). 

A macaúba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. ex Mart) (Figura 5) é uma 

palmeira típica do cerrado brasileiro. Pertencente à família Arecaceae, a macaúba 

pode ser encontrada em diversos estados sendo Minas Gerais, Mato Grosso, Mato 

Grosso do Sul, Goiás, São Paulo e Tocantins os locais de maior concentração 

(SILVA, 2007; CICOCINI, 2012). Possui grande potencial de exploração devido a 

elevada produção de óleo e o aproveitamento total dos coprodutos. Além disso, ela 

é útil na recuperação de pastagens degradadas e em plantios consorciados, sendo 

sua produção sustentável do ponto de vista ambiental, social e econômico (GRAY 

e KUNZE, 2014; ZANATTA, 2015). 
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Figura 5 – Palmeira macaúba (A) e aspectos dos frutos (B) durante 

desenvolvimento 

      (A)                                                        (B)                                                                                                        

Fonte: Portal Macaúba, 2016. 

 

Popularmente, a macaúba também é conhecida como bocaiúva, 

bacaiuveira, bacaúva, coco-babão, coco-de-catarro e imbocaia. Os frutos são 

dispostos em cachos e possuem 4 partes distintas: epicarpo, mesocarpo, 

endocarpo e amêndoa (Figura 6) (ARGANDOÑA- SANJINEZ ,CHUBA,2011). 

 

Figura 6 - Macaúba e suas partes 

 

 Fonte: ALMEIDA, 2014 com adaptações. 

 

Os frutos maduros da macaúba possuem formato esférico, com diâmetro 

variando entre 2,5 e 6,0 cm. O epicarpo ou casca é rígido, tornando-se quebradiço 

após a maturação. O mesocarpo é formado pela polpa que se apresenta 

amarelada, fibrosa, mucilaginosa, comestível, adocicada e rica em lipídeos e 

glicerídeos. A polpa envolve o endocarpo de coloração marrom claro a escuro, 

ENDOCARPO 

AMÊNDOA 

EPICARPO 

MESOCARPO 
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duro, formado principalmente por lignina e holocelulose. E a amêndoa apresenta 

como fonte de lipídeos saturados e proteínas. Da massa total dos frutos da 

macaúba, 24,1% (m/m) são representados pela casca, 39,6% (m/m) pela polpa, 

29,0% (m/m) pelo endocarpo e 7,3% (m/m) pela amêndoa. A qualidade dos frutos 

da macaúba e de seus derivados pode ser determinada pela associação de 

atributos, combinando fatores fisiológicos, como grau de desenvolvimento e 

amadurecimento, com os fatores físicos e químicos (MIRANDA et al., 2001; 

LORENZI, 2006; FARIAS, 2010).  

Na época da frutificação, os frutos caem no solo, sendo coletados de forma 

extrativista, diretamente no chão durante este período. Foices e redes também são 

usados na colheita dos frutos. Devido principalmente ao alto teor de lipídeos, os 

frutos são perecíveis sendo necessário sua conservação em pós-colheita e 

precaução no momento da seleção e processamento do fruto para manutenção das 

suas propriedades físicas e químicas (SILVA, 2007; FARIAS, 2010). Os frutos 

maduros possuem sabor característico, agradável ao paladar, mais suaves nos 

frutos recém caídos e mais acentuado e medida que o fruto amadurece 

(CARVALHO et al., 2011; SANTOS JUNIOR et al., 2012). Estima-se que cada 

cacho da fruta produz 6,32 kg de polpa e 1,36 kg de amêndoa. Considerando que 

cada palmeira produza 7 cachos, a produção média anual é cerca de 44,24 kg e 

9,52 kg respectivamente (SANJINEZ-ARGADOÑAN, CHUBA, 2011). A casca que 

envolve a amêndoa pode ser transformada em carvão, pelo alto poder calorifico e 

ainda substituir a brita no concreto para construção civil, além de outras aplicações. 

Não há registro de processamento industrial de frutos de macaúba para 

consumo alimentar humano. Sua aplicação no desenvolvimento de produtos ainda 

e incipiente e ocorre em regiões de ocorrência da palmeira (SIQUEIRA, 2012) onde 

pequenas indústrias familiares produzem, principalmente, farinha, sorvete e licor da 

polpa do fruto e utilizam amêndoa para consumo in natura (LORENZI,2006; 

SIQUEIRA, 2012). 

Para a alimentação humana, a macaúba pode contribuir nas formulações 

alimentares devido à presença de compostos bioativos como os carotenoides e 

compostos fenólicos, e minerais como zinco, cobre e potássio (SIQUEIRA, 2012; 

FERREIRA et al., 2013). A polpa de macaúba possui composição química 

importante, sendo classificada como fonte de cobre, zinco e potássio e fibras, além 
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de fornecer quantidades significativas de lipídeos e proteínas (RAMOS et al., 2008). 

Além disso é fonte de carotenoides provitamina A e sua utilização alimentar poderia 

oferecer elevado valor nutricional inclusive em programas de suplementação 

alimentar ou merenda escolar (MORAIS, 2006; OLIVEIRA & ROCHA, 2008).  

O fruto da macaúba possui perfil lipídico diferente em relação apolpa e 

amêndoa. O óleo da polpa de macaúba tem alto teor de ácido graxo 

monoinsaturado. O ácido oleico (18:1) representa cerca de 92% da composição 

dos ácidos graxos monoinsaturados presentes.  Estudos indicam que esse ácido 

graxo insaturado participa do metabolismo do corpo humano, desempenhando um 

papel fundamental na síntese dos hormônios. Acredita-se que auxilie na dissolução 

dos depósitos de colesterol nas artérias. Observa-se ainda a presença dos ácidos 

graxos ômega 6 (C18:2) e do ômega 3 (C18:3) em menores quantidades. Os 

tocoferóis estão presentes em quantidades signiicativas, indicando potencial para 

o uso nas preparações alimentares (COIMBRA; JORGE, 2012; ZANATTA, 2015). 

Em relação ao óleo da amêndoa, C12:0 (láurico), é o mais abundante e sua 

aplicação vai desde a fabricação de tensoativos para shampos, como o lauril éter 

sulfato de sódio, até aditivos alimentícios   como emulsificante (CANO ANDRADE 

et al., 2006). A Tabela 1 apresenta a composição média da polpa e semente de 

macaúba. 

 

Tabela 1- Composição química média da polpa e amêndoa de macaúba 

Componentes Amêndoa Polpa 

Valor energético (Kcal/100 g) 561,23 285,65 

Umidade (g/100 g) 6,5 34,32 

Proteínas (g/100 g) 17,57 2,76 

Lipídios (g/100 g) 51,71 14,93 

Carboidratos (g/100 g) 5,39* 35,06** 

Fibra alimentar (g/100 g) 17,23 11,14 

Cinzas (g/100 g) 1,99 1,78 

Fonte: (Silva et al., 2008; Marin et al., 2009; Ramos et al., 2008; Hiane et al., 2006) com 
modificações. * açúcares redutores e não redutores; ** teor de carboidratos medido por diferença. 
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3.5. Compostos Bioativos 

 

Os compostos bioativos são substâncias, não nutrientes, que exercem 

efeitos fisiológicos ou ação metabólica específica. São derivados de metabólicos 

secundários de plantas relacionados aos seus sistemas de defesa a fatores 

adversos como radiação e ataque de pragas. Estão presentes em pequenas 

quantidades em vegetais, frutas e grãos (BRASIL, 2002; LIU, 2004; HORST e 

LAJOLO, 2007; HO et al., 2010). 

Apesar da grande quantidade de compostos bioativos já identificados em 

espécies vegetais, muitos ainda são desconhecidos. Apresentam estrutura química 

específica a qual é responsável pela sua funcionalidade. Os compostos bioativos 

estão intimamente relacionados com redução de várias doenças crônicas não 

transmissíveis (DCNT) como câncer e aterosclerose, devido principalmente à 

atividade antioxidante (PODSEDEK, 2007). 

O estresse oxidativo causado pelo desbalanço entre o sistema antioxidante 

e a produção de compostos oxidativos como os radicais livres e as espécies 

reativas de oxigênio (EROS), causam alterações oxidativas em moléculas 

responsáveis pela modulação e expressão gênica em processos inflamatórios. 

Desta forma, os compostos bioativos atuam na estabilização desses radicais livres, 

na inibição da cadeia de iniciação ou na finalização da cadeia de propagação das 

reações oxidativas. Os compostos fenólicos, algumas vitaminas (C e E) e os 

carotenoides são os compostos bioativos que vem despertando interesse devido a 

sua comprovada atuação contra esses mecanismos oxidativos (KAWANISHI et al., 

2002; LAGUERRE et al., 2007). Apesar do organismo humano possuir sistemas de 

defesa de origem enzimática (superóxido dismutase (SOD), catalases (CAT), 

glutadiona peroxidase (GPx) e sistemas tioredox) e não enzimática (glutationa 

(GSH), vitamina A, vitamina C, vitamina E, zinco e selênio) eficazes contra as 

EROS, a presença de antioxidantes exógenos contribui para a resistência ao 

estresse oxidativo. A ingestão regular de fontes desses compostos como frutas, 

verdura e grãos contribui para a manutenção do equilíbrio das reações oxidativas 

deletérias ao organismo (LIU, 2004; DAI & MUMPER, 2010; NIKI, 2010; MALTA et 

al., 2012). 
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3.5.1. Antioxidantes 

 

Antioxidantes são compostos que atuam inibindo e/ou diminuindo os efeitos 

desencadeados pelos radicais livres ou das espécies reativas não radicais. São 

substâncias que inibem ou retardam os efeitos da oxidação. Apresentam diferentes 

propriedades protetivas e mecanismos de ação distintos sendo classificados em 

(MAISUTHISAKUL et al., 2007): 

• Antioxidantes primários: aqueles capazes de inibir ou retardar a 

oxidação por inativação de radicais livres graças à doação de átomos 

de hidrogênio ou de elétrons, o que transforma os radicais em 

substâncias estáveis. 

• Antioxidantes secundários: que evitam os processos oxidativos por 

meio de ligação de íons metálicos (alteração de valência); inativação 

de ERO, conversão de hidroperóxidos em espécies não-radicalares. 

Os antioxidantes naturais vêm despertando grande interesse entre cientistas 

e consumidores, por apresentarem potencial de emprego no desenvolvimento de 

alimentos funcionais. (LAGUERRE et al., 2007). Dentre as fontes desses 

antioxidantes, os frutos brasileiros tem sido objeto de estudo sobre suas 

propriedades nutricionais e bioativas (RUFINO et al., 2010; ALMEIDA et al., 2011; 

SOUZA et al., 2012). A caracterização físico-química de frutos tropicais, exóticos 

ou não, e a investigação de suas propriedades funcionais, decorrentes das altas 

concentrações de vitaminas, minerais, compostos fenólicos e carotenoides, tem 

sido de crescente interesse da comunidade científica. Estudos indicam que manter 

quantidades satisfatórias dessas substâncias podem proteger as células contra 

processos degenerativos por meios da manutenção de metabolismos reparatórios 

e compensadores, como a função antioxidante (NEVES, 2012). 

Devido aos diferentes tipos de radicais livres e as suas diferentes formas de 

atuação nos organismos vivos, dificilmente existirá um método simples e universal 

pelo qual a atividade antioxidante possa ser medida precisa e quantitativamente. 

Pode-se citar o método de captura de radical DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil), 

ABTS (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico), pelo antioxidante de redução do ferro 

(FRAP), da co-oxidação do β-caroteno/ácido linoleico, análise por fluorescência por 
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meio de ensaio fluorimétrico, sequestro do radical peroxil, método ORAC, dentre 

outros (ALVES, et al. 2010).  

Um dos métodos mais utilizados para medir a atividade antioxidante é 

através da captura do radical 2,2´-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) 

(ABTS), que pode ser gerado através de uma reação química, eletroquímica ou 

enzimática. Com essa metodologia, pode-se medir a atividade de compostos de 

natureza hidrofílica e lipofílica (KUSKOSKI et al., 2005). 

Já o método DPPH (BRAND-WILLIAMS et al., 1995) é baseado na captura 

do radical DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) por antioxidantes, produzindo um 

decréscimo da absorbância a 515 nm. O DPPH é um radical livre que pode ser 

obtido diretamente por dissolução do reagente em meio orgânico. 

O método Poder Antioxidante de Redução do Ferro (Ferric Reducing 

Antioxidant Power FRAP) foi descrito como uma alternativa desenvolvida para 

determinar a redução do ferro em fluidos biológicos e soluções aquosas de 

compostos puros (Pulido et al. 2000). O método pode ser aplicado não somente 

para estudos da atividade antioxidante em extratos de alimentos e bebidas, mas, 

também, para o estudo da eficiência antioxidante de substâncias puras, com 

resultados comparáveis àqueles obtidos com outras metodologias mais complexas 

(RUFINO et al., 2007c). 

 

3.5.2. Carotenoides 

 

Os carotenoides são pigmentos naturais responsáveis pela cor amarela, 

laranja ou vermelha de vários alimentos. Encontrados acumulados nos cloroplastos 

de todas as plantas verdes, em bactérias fotossintéticas, em fungos filamentosos, 

os carotenoides podem também estar presente em alimentos de origem animal, 

como ovos e leite (UENOJO et al., 2007). Os tecidos de plantas comestíveis contêm 

uma ampla variedade de carotenoides sendo os tomates (licopeno), cenouras (α e 

β-caroteno), milho (luteína e zeaxantina), pimentas vermelhas (capsantina), urucum 

(bixina) e batata doce (β-caroteno) alguns exemplos de fontes (SILVA et al., 2010). 

Os carotenoides são sintetizados apenas pelos vegetais, sendo estas as 

únicas fontes deste nutriente para os animais, incluindo humanos. Seus efeitos 



49 
 

benéficos à saúde despertam o interesse da comunidade cientifica no mundo inteiro 

(QUIRÓS & COSTA, 2006; RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008). 

Os carotenoides são compostos lipossolúveis, solúveis em solventes 

orgânicos que apresentam estrutura comum formada por uma cadeia de polieno 

(longo sistema de ligações duplas conjugadas) que influencia suas propriedades 

física, químicas e bioquímicas. O sistema conjugado e rico em elétrons do polieno 

é responsável pela atividade antioxidante dos carotenóides que atuam tanto na 

absorção do oxigênio singlet, sendo o licopeno o mais eficiente, quanto de radicais 

livres, para interromper as reações em cadeia onde eles estão envolvidos (QUIRÓS 

& COSTA, 2006; MCNULTY, et al., 2007; DAMODARAN et al., 2008; SIKORA et 

al., 2008). 

Quimicamente, os carotenoides são compostos polisoprenoides e podem ser 

divididos em dois grandes grupos: carotenos (licopeno, α-caroteno e β-caroteno) e 

xantofilas (violaxantina, β-criptoxanitna e luteína) conforme Figura 3. 

 

Figura 3 -  Estrutura química dos carotenoides 

 

licopeno

-caroteno

-caroteno  



50 
 

HO

OH

O

O

violaxantina

HO
-criptoxantina  

luteína
HO

OH

 

Fonte: RODRIGUEZ-AMAYA,1999. 

 

Os carotenos são compostos constituídos apenas por carbono e hidrogênio 

com graus de insaturação variados. O licopeno e o β-carotenos são os principais 

exemplos de carotenos.  As xantofilas são os carotenoides que apresentam função 

química oxigenada derivada de reação de hidroxilação ou epoxidação. As funções 

químicas oxigenadas podem ser grupos hidroxilas, ceto, epoxido e aldeído. Os 

principais exemplos de xantofilas são a luteína e β-criptoxantina (RODRIGUEZ-

AMAYA, 1999; RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008; RIVERA, GARAYOA, 2012) 

O β-caroteno possui a maior atividade de provitamina A devido a sua 

estrutura contendo duas moléculas de retinol (Vitamina A). O consumo de alimentos 

ricos em β-caroteno auxilia no fornecimento de retinol, que atua no crescimento, na 

visão, na integridade do sistema imunológico e dos tecidos (YUYAMA, 2007). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

O presente trabalho foi realizado no Laboratório de Microbiologia Industrial 

e Biocatálise da FAFAR/UFMG, no Laboratório de Microbiologia de Alimentos, 

Laboratório de Bromatologia e na Planta Piloto de Produtos Vegetais e Bebidas, 

todos localizados no DEALI/ENUT/UFOP. 

 

4.1. Material 

 

4.1.1. Matérias-primas 

 

Os frutos da macaúba utilizados neste estudo foram adquiridos diretamente 

da Cooperativa de Agricultores Familiares e Agroextrativista Ambiental do Vale do 

Riachão (Cooper Riachão), localizada no Norte de Minas Gerais. Para a formulação 

base da bebida fermentada à base de soja foram utilizados Extrato Hidrossolúvel 

de Soja (EHS) marca Provesol SM-N, doados pela empresa Olvebra®, açúcar 

cristal Minasçucar adquirido no comércio local e amido modificado Amidomax 5500 

doados pela empresa Cargill. Utilizou-se o mesmo lote de todos os ingredientes 

para as produções. 

 

4.1.2. Culturas microbianas liofilizadas 

 

Foram utilizadas cultura mista de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 

e Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (LF-Y812, Chr. Hansen) do tipo 

DVS “direct vat set”. Os envelopes contendo as culturas foram adquiridos da 

empresa Macalé (Juiz de Fora, Brasil). Também foram utilizados cultura pura de 

Lactobacillus acidophilus (LA-5, Chr. Hansen) gentilmente doados pelo 

DEALI/ENUT/UFOP. 

 

4.2. Métodos 

 

4.2.1. Obtenção da polpa de macaúba in natura 
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Os frutos foram fornecidos pela Cooperativa Riachão, coletados durante o 

período de 07/11/16 a 19/11/16. O peso total de fruta obtido foram 29,85 kg, sendo 

14,60 kg referente a primeira semana (07/11 a 12/11) e 15,25 kg referente a 

segunda semana (14/11 a 19/11). Apresentaram-se maduros (a maturação ideal do 

fruto é indicada quando este cai do pé espontaneamente), globoso e liso, com 

casca íntegra de coloração marrom-amarelada. Os frutos foram identificados como 

lote 1 (coleta na primeira semana) e lote 2 (coleta na segunda semana) e 

transportados em caixas de madeira até a Planta Piloto de Produtos Vegetais e 

Bebidas da ENUT/UFOP onde foram armazenados à temperatura ambiente (devido 

à sensibilidade da fruta à exposição ao frio) por 2 dias, até o processamento. Na 

Figura 7 pode-se observar o processamento simplificado das amostras. 

Inicialmente, cada lote foi lavado em água potável para retirada de sujidades e 

selecionado quanto à integridade da casca, ausência de ataque de pragas e 

ausência de deterioração. Após a lavagem e seleção, os lotes foram higienizados, 

deixando-os de molho com solução clorada de 200 ppm por 20 minutos (BRASIL, 

2004). Após o tempo de higienização, os frutos foram descascados e a polpa 

(mesocarpo da fruta) foi retirada manualmente com auxílio de faca. Por fim, a polpa 

obtida (integral sem adição de água ou qualquer outra substância) foi pesada, 

obtendo 6,07 kg para o lote 1 (primeira semana) e 6,13 kg para o lote 2 (segunda 

semana), acondicionadas m sacos de polietileno e mantida em freezer a -18 °C até 

o momento da utilização. Os resíduos gerados (cascas, caules e amêndoas) foram 

descartados. 

 

Figura 7- Processamento simplificado das amostras de Macaúba 

Fonte: o autor, 2017. 

Macaúba in natura 
pós lavagem

Sanitização com 
solução clorada 

200 ppm

Macaúba 
descascada

Resíduos gerados
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4.2.2. Análises físico-químicas da polpa de macaúba 

 

4.2.2.1. Composição Centesimal da Polpa  

 

A composição centesimal das amostras de polpas de macaúba foi realizada 

no Laboratório de Bromatologia da Escola de Nutrição, na Universidade Federal de 

Ouro Preto (UFOP) de acordo com os métodos descritos na AOAC (Association of 

Official Analytical Chemists, 2012) com adaptações. O teor de umidade foi 

determinado por método gravimétrico, por secagem direta em estufa a 105 °C 

(Biopar, S150SD) até peso constante. A determinação de lipídeos foi realizada por 

extração direta em Soxhlet (Fanem), utilizando éter de petróleo como solvente 

extrator. O teor de proteína foi realizado pelo método de micro-Kjeldahl, utilizando 

digestor (Kjeldatherm, Gerhardt) e destilador de proteínas (Tecnal, TE-0363) e 

adotando fator de correção de nitrogênio de 6,25. A determinação do teor de cinzas 

foi realizada por incineração em mufla (Fornitec, 2061) a 550 °C. A determinação 

de fibra alimentar total e suas frações (solúvel e insolúvel) foi realizada por digestão 

enzimática (alfa amilase termorresistente AMG 300L, pancreatina Alcalase 2.4 L 

FG e pepsina Termamyl 2X) seguida de filtração e precipitação da fração solúvel 

em álcool etílico. Após a filtração, os cadinhos foram secos em estufa a 105 °C por 

12 horas, resfriados em dessecador e pesados. Parte dos cadinhos foram usados 

para determinação de cinzas e parte para determinação de proteínas não digeríveis 

nas mesmas condições descritas acima. O teor de carboidratos das amostras foi 

obtido por diferença encontrada entre 100 g da amostra e a soma dos teores de 

proteínas, lipídeos, umidade, cinzas e fibras alimentares presente em cada 

amostra. 

 

4.2.2.2. Determinação de carotenoides totais na polpa de macaúba 

 

A determinação do teor de carotenoides totais foi realizada de acordo com o 

procedimento descrito por Rodriguez-Amaya et al. (1976) com adaptações. As 

amostras e os extratos obtidos foram protegidos da luz difusa durante todo o 

procedimento de determinação. Foram pesados 1,0 g de polpa de macaúba em 

tubo tipo falcon de 50 mL e acrescentados cerca de 0,05 g de celite (545 P.A, 
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Dinâmica). Adicionou-se 25 ml de acetona (P.A, Êxodo Cientifica) às amostras, 

homogeneizando-as a 7558 x g por 1 minuto em ultraturrax (Modelo IKA T10, 

Biovera). Em seguida o extrato foi filtrado a vácuo. O procedimento de extração 

com acetona e filtração foi repetido até que a amostra perdesse completamente a 

coloração característica de carotenoides, o que ocorreu após a quarta extração. O 

extrato combinado foi transferido quantitativamente para um funil de separação e 

adicionados 40 mL de éter de petróleo (P.A- A.C.S, Alphatec). Em seguida, 

realizou-se três lavagens sucessivas com 150 mL de água ultrapura para remoção 

da acetona. A cada lavagem, a fase aquosa foi retirada com cuidado para evitar 

perdas da fase contendo éter de petróleo e os carotenoides extraídos. Por fim, a 

fase contendo os carotenoides foi filtrada empregando-se de sulfato de sódio anidro 

(P.A, Dinâmica) para retirada da agua remanescente. O extrato final foi transferido 

para balão volumétrico de 50 mL completando-se o volume com éter de petróleo e 

submetido à leitura espectrofotométrica (Espectrofotômetro modelo UV-5100, 

Global Trade Technology) a 450 nm. Para a curva analítica padrão foram 

preparadas soluções de β-caroteno em sete níveis de concentração (0,5 - 2,15 

µg/mL) em triplicata de cada nível, obtendo a curva analitica padrão de β-caroteno. 

Para o cálculo da determinação de carotenoides totais (expressos em µg β-

caroteno) foi utilizada a equação da reta da curva analítica padrão construída com 

o β-caroteno (Anexo 1), fazendo-se a correspondência entre a absorbância da 

amostra e a concentração de β-caroteno. 

 

4.2.3. Determinação do teor de compostos fenólicos totais e capacidade 

antioxidante in vitro na polpa de macaúba 

 

4.2.3.1. Obtenção dos extratos  

 

A extração foi realizada segundo metodologia descrita por Rufino et al. 

(2007a) com adaptações. Todos os procedimentos foram realizados em ambiente 

protegido da incidência de luz difusa. Foram pesados 0,5 g das amostras aos quais 

adicionou-se 1,0 mL de solução de metanol 50% (UV/HPLC, Vetec). A amostra foi 

macerada e homogeneizada em ultraturrax, em velocidade máxima, por 1 minuto e 

deixada em repouso por 30 minutos à temperatura ambiente. Posteriormente foi 
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centrifugada a 17800 x g por 15 minutos e o sobrenadante transferido para balão 

volumétrico de 5 mL. Ao resíduo da primeira extração, adicionou-se 1,0 mL de 

solução de acetona 70% (P.A-ACS, Êxodo Cientifica) e repetiu-se o procedimento 

para a primeira extração. Após a segunda extração, completou-se o balão 

volumétrico com água ultrapura e armazenou o extrato sob refrigeração até o 

momento da análise. 

 

4.2.3.2. Determinação dos compostos fenólicos totais 

 

A determinação dos compostos fenólicos totais foi realizada pelo método 

Folin Ciocalteau (WATERHOUSE, 2002; SHAHIDI e NACZK,2004) usando o ácido 

gálico como padrão para curva analítica padrão.  A partir de uma solução estoque 

de ácido gálico de concentração 200 µg/mL (P.A, Vetec) foram realizadas diluições 

a fim de se obter as concentrações necessárias (10-100 µg/mL) para a construção 

da curva analítica padrão usada na análise .Para um tubo de ensaio devidamente 

protegido da luz, foram transferidos alíquota de 0,5 mL de cada extrato das 

amostras obtido anteriormente e 2,5 mL de solução de Follin Ciocalteau a 10% (v/v) 

(Sigma-Aldrich). Os tubos foram homogeneizados e após repouso de 1 minuto, 

adicionou-se 2,0 mL de solução saturada de carbonato de sódio a 7,5 % (m/v) (P.A-

ACS, Êxodo Cientifica). A mistura reagente foi homogeneizada e mantida em 

temperatura ambiente, ao abrigo da luz por duas horas. Procedeu-se a leitura em 

espectrofotômetro (modelo UV-5100, Global Trade Technology) a 750 nm, em 

triplicata, utilizando etanol absoluto (P.A, Êxodo Cientifica) como branco para 

ajustar o zero de absorbância. Para o cálculo da determinação de fenólicos totais 

(expressos em mg AGE/100 g) foi utilizada a equação da reta da curva analítica 

padrão construída com o ácido gálico (Anexo 2) fazendo-se a correspondência para 

a absorbância da amostra utilizada para fazer o extrato. 

 

4.2.3.3. Determinação da capacidade antioxidante in vitro 

 

4.2.3.3.1. Método de captura de radicais DPPH 
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A determinação da capacidade antioxidante via captura de radical livre 

DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil) foi realizada segundo metodologia descrita 

por Rufino et al. (2007a). A curva analítica padrão de DPPH (Sigma-Aldrich) foi 

construída por 7 pontos correspondentes a concentração de 10-60 µM obtendo-se 

a equação da reta. Em ambiente protegido da luz foram transferidos 0,1 mL de cada 

diluição dos extratos para tubos de ensaio contendo 3,9 mL de solução metanolica 

de DPPH (0,06 mM). As amostras foram agitadas em vortex (Vx-28, Warmnest) e 

lidas em espectrofotômetro (modelo UV-5100, Global Trade Technology) a 515 nm, 

observando-se a redução da absorbância até sua estabilização, ou seja, quando o 

valor da absorbância observada no equipamento não apresentou variação de 

leitura. Para as amostras do presente estudo, a estabilização foi atingida após 1 

hora e 40 minutos do início da reação. Para o controle foi usado 0,1 mL de solução 

controle de metanol (UV/HPLC, Vetec), acetona (P.A, Êxodo Cientifica) e água em 

substituição ao extrato e álcool metílico como branco para ajustar o zero de 

absorbância. Para o cálculo de equivalência de controle e DPPH foi utilizada a 

equação da reta obtida da curva analítica padrão de DPPH (Anexo 3) e o resultado 

final da capacidade antioxidante das amostras foi expresso em Ec50 posteriormente 

convertido para g polpa /g DPPH. 

 

4.2.3.3.2. Método de captura de radicais ABTS  

 

A determinação da atividade antioxidante via radical 2,2-AZINO-BIS (3-

ethylbenzo- thiazoline-6-sulfonic acid) diammoninum salt (ABTS) foi realizada 

segundo metodologia descrita por Rufino et al. (2007b). A partir de uma solução 

padrão de 6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-ácido carboxílico (trolox) (Sigma-

Aldrich) a 2 mM, procedeu a diluição da mesma, em álcool etílico de modo a 

determinar a curva analítica padrão utilizada na análise. Esta curva foi composta 

por 5 pontos correspondentes as concentrações de 100-2000 µM. Em ambiente 

protegido da luz e em triplicata foram adicionados 0,03 mL de cada diluição de 

extrato com 3,0 mL do radical ABTS. + (Sigma-Aldrich). Os tubos foram 

homogeneizados em vortex (VX-28, Warmnest) e lidos espectrofotometricamente 

(modelo UV-5100, Global Trade Technology) a 734 nm após deixar em temperatura 

ambiente por 6 minutos a fim de completar a reação. Foi utilizado álcool etílico (P.A, 
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Êxodo Cientifica) como branco para ajustar o zero de absorbância. Para a 

determinação da capacidade antioxidante das amostras utilizou-se a equação da 

reta obtida da construção da curva analítica padrão de trolox (Anexo 4) e o resultado 

final foi expresso em µM de trolox/g de polpa. 

 

4.2.3.3.3. Método FRAP 

 

A determinação da atividade antioxidante pelo método de redução do ferro 

(FRAP) foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Rufino et al. (2007c) 

adaptada para microescala.  A curva analítica padrão foi construída a partir da 

diluição de uma solução de sulfato ferroso 2 mM (P.A, Dinâmica), em água 

destilada, de modo a obter 6 pontos correspondentes as concentrações de 125-500 

µM. Em uma microplaca de fundo chato foram adicionados 0,025 mL de cada 

diluição dos extratos e 0,230 mL de reagente FRAP (Sigma-Aldrich). A microplaca 

foi incubada em ambiente escuro por 30 minutos a 37°C. Após este tempo, foi 

realizada a leitura a 595 nm em leitor de placa ELISA (EPOCH, Biotek). Para o 

branco foi utilizado 0,255 mL do reagente FRAP. Para a determinação da 

capacidade antioxidante das amostras pelo método FRAP utilizou-se a equação da 

reta obtida da construção da curva analítica padrão de solução de sulfato ferroso 

(Anexo 5) e o resultado final foi expresso em µM de sulfato ferroso/g de polpa. 

 

4.2.4. Análises microbiológicas da polpa de macaúba 

 

Para análise microbiológica da polpa de macaúba, foram adotados os 

padrões e metodologias definidas pela resolução RDC n°12 de 2 de janeiro de 2001 

(BRASIL, 2001) seguindo os requisitos exigidos para polpas de frutas uma vez que 

não existe padrão específico para polpa de macaúba. As análises realizadas foram 

contagem de coliformes totais e termotolerantes e pesquisa de Salmonella sp. 

 

4.2.5. Padronização e obtenção do inóculo para elaboração das bebidas 

fermentadas a base extrato hidrossolúvel de soja (EHS). 
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4.2.5.1. Determinação do número de células viáveis nas culturas    

liofilizadas para padronização do inóculo 

 

Para garantir a padronização de cada cultura microbiana liofilizada utilizada 

para produção das bebidas fermentadas a base de EHS foram realizadas 

contagens do número de células viáveis por grama de células liofilizadas (UFC/g) 

de cada uma das culturas seguindo metodologia descrita por Antunes (2004). A 

contagem inicial foi determinada pesando 0,1 g de cada cultura láctea e 

suspendendo-as em 9,9 mL de água peptonada (0,1%) estéril. As amostras foram 

homogeneizadas e deixadas em repouso por 30 minutos para completa dispersão 

das células. A partir da diluição obtida (10-2) procedeu-se as diluições decimais 

seriadas. Foi utilizado o meio MRS Agar (Acumedia, Lansing, USA) para contagem 

das células das culturas lácteas. Foi utilizado a técnica do plaqueamento em 

profundidade e as placas foram incubadas a 37±1 ºC por 48 horas em 

microaerofilia. 

 

4.2.5.2. Preparo das culturas microbianas para obtenção do inóculo 

padronizado   

 

4.2.5.2.1. Cultura liofilizada YF-L812 

 

Foram preparados 500 mL de EHS reconstituído a 8%, tratado termicamente 

a 121 °C por 15 minutos e resfriado a 43 °C. Assepticamente, dissolveu-se todo o 

conteúdo do envelope de YF-L812, dosagem para 500 litros, com auxílio de 

agitador magnético por 5 minutos neste meio. Após completa dissolução, o meio foi 

incubado a 42 °C por 30 minutos para hidratação e ativação das células. Em 

seguida, foram resfriados a temperatura ambiente e distribuídos em tubos falcon 

estéreis e congelados a -18 °C até o momento do uso. Após esse preparo, obteve-

se inóculo com concentração 107 UFC/mL. Para o preparo das bebidas 

fermentadas, os tubos foram descongelados a temperatura ambiente e adicionados 

diretamente na mistura base das bebidas na proporção de 3,0% em relação ao 

volume produzido (BERNAL-MONDRAGON,2004). 
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4.2.5.2.2. Cultura liofilizada LA-5 

 

Para o preparo do inóculo, foram pesados assepticamente 1,0 g da cultura 

liofilizada e adicionada em 10 mL de caldo MRS estéril (Acumedia, Lansing, USA). 

A amostra foi homogeneizada e incubada em BOD a 37±1 °C por 24 horas. Após a 

primeira incubação, a amostra foi adicionada em 1 litro de caldo MRS estéril 

novamente e incubada por mais 24 horas a mesma temperatura. Decorrido a 

segunda incubação, a amostra foi centrifugada a 2.325 x g durante 15 minutos. O 

sobrenadante foi descartado e a massa de células ressuspendida com agua 

peptonada tamponada 0,1% estéril. As etapas de centrifugação e ressuspensão 

foram realizadas por mais duas vezes. Após esta etapa, a suspensão contendo as 

células foi dividida em tubos falcon, adicionadas de glicerol 20% e congeladas a -

18 °C até o momento do uso. Após esse preparo, os inóculos congelados 

apresentaram contagem de 107 UFC/mL. Para o preparo das bebidas fermentadas 

contendo a mistura dos inóculos (YF-L812 e LA-5) os tubos foram descongelados 

a temperatura ambiente e adicionados diretamente na mistura base das bebidas na 

proporção de 4,0% em relação ao volume produzido (BERNAL-MONDRAGON, 

2004) 

 

4.2.5.3. Ativação do inóculo para uso na produção da bebida fermentada 

por L. acidophilus (inóculo LA-5) 

 

Na produção da bebida fermentada onde o L. acidophilus (inóculo LA-5) foi 

usado como cultura única fez-se necessário uma pré-ativação do inóculo antes da 

sua utilização a fim de diminuir o tempo gasto para a fermentação. Para isso, 1 mL 

do inóculo congelado foi adicionado assepticamente em 10 mL de EHS 8% estéril 

e incubado a 37°C/24 horas. Após esse período, o inóculo ativado foi adicionado 

diretamente na mistura base de fermentação da bebida na proporção de 4% em 

relação ao volume produzido (BERNAL-MONDRAGON, 2004). 

 

4.2.6. Elaboração das bebidas lácteas fermentadas com diferentes culturas 

lácteas   
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A metodologia de fabricação das bebidas fermentadas a base de EHS foi 

adaptada de Mondragón-Bernal (2004) e Riquette (2013). O fluxograma de 

processamento está apresentado na Figura 8. Foram realizadas três repetições 

para cada tipo de bebida elaborada considerando o mesmo lote de EHS, açúcar e 

amido modificado para todos os tratamentos. As bebidas foram identificadas de 

acordo com o inóculo utilizado conforme descrito na Tabela 2. Para a formulação 

base das bebidas foram utilizados EHS em pó reconstituído a 6% em agua potável 

(conforme indicação do fabricante) à temperatura ambiente, açúcar cristal a 8% 

(definido como grau de doçura sensorialmente mais aceito em estudos com 

consumidores) (BEHRENS, 2002; BERNAL-MONDRAGON, 2009) e 0,5% de 

amido modificado para melhorar textura e evitar a sinérese (MANZANO et al., 

2008). O amido modificado foi misturado ao açúcar e ambos foram adicionados em 

cerca de 1/3 do EHS reconstituído e aquecido a 70 °C para evitar a formação de 

grumos pelo amido. Após a dissolução dos ingredientes, adicionou-se o restante 

do EHS 6% e submeteu-se ao tratamento térmico a 121 °C por 15 minutos em 

autoclave. As amostras foram resfriadas de acordo com a temperatura de 

incubação (Figura 1) e incubadas até atingir pH 4,40 - 4,60. Em seguida foram 

resfriadas a 8 °C e mantidas nesta temperatura por 12 horas. O coágulo resfriado 

foi quebrado manualmente em movimentos lentos. As amostras sem polpa foram 

envasadas logo após a quebra do coágulo e as amostras que receberam adição da 

polpa de macaúba foram envasadas logo após a adição. Ambos os processos (com 

e sem polpa) foram envasados em embalagens plásticas previamente higienizadas 

(solução clorada 50 ppm por 20 minutos) e armazenadas a 7 ± 1 °C por 28 dias 

(BERNAL-MONDRAGON,2009; RIQUETTE,2013). 
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Figura 8- Fluxograma de processamento das bebidas fermentadas à base de EHS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor, 2017. 

Formulação base das bebidas

Tratamento térmico

121°C/15 minutos

Resfriamento á temperatura ideal de 
incubação

Fermentação até pH 4,40-4,60

Resfriamento a 8 °C por 12 horas

Quebra do coágulo

Bebida LA-5 (BLA5)

Adição de 4%  
inóculo LA-5 

ativado

Incubação em 
BOD a 37 °C 

Bebida LA-5+ YF-L812 
(BLA+L812)

Adição de 4% 
inoculo de LA-5 

e 3% inóculo 
YF-L812

Incubação em 
banho maria a 

41 °C

Bebida YF-
L812(BL812)

Adição de 3% 
de inóculo YF-

L812

Incubação em 
banho maria a 

41 °C

Bebida adicionada de polpa 
de macauba 

(BLA5M,BLA5+L812M, 
BL812M)

Adição da polpa de 
macaúba

Envase e 
armazenamento

Bebida sem adição de 
polpa de macaúba 

(BLA5,BLA5+L812, BL812)

Envase  e 
armazenamento
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Tabela 2- Microrganismos presentes nas culturas utilizadas e codificação adotada 
para cada tipo de bebida. 

Cultura 

comercial 

utilizada 

Microrganismos presentes 

Codificação adotada 

Bebida sem 

macaúba 

Bebida 

com 

macaúba 

LA-5 
Lactobacillus acidophilus linhagem 

LA5 
BLA5 BLA5M 

YF-L812 

Streptococcus salivarius subsp. 

thermophilus e Lactobacillus 

delbrueckiii subsp. bulgaricus 

BL812 BL812M 

LA-5 + YF-

L812 

Lactobacillus acidophilus linhagem 

LA5, Streptococcus salivarius 

subsp. thermophilus e 

Lactobacillus delbrueckiii sp 

bulgaricus 

BLA+L812 BLA+L812M 

Fonte: o autor, 2017 

 

 

4.2.7. Preparo e adição da polpa de macaúba 

 

Devido às características físicas (oleosa e fibrosa) e da acentuada atividade 

enzimática capaz de alterar a coloração inicial da fruta (escurecimento enzimático 

decorrente da ação de polifenoloxidase) não foi possível incorporá-la diretamente 

nas bebidas prontas. Desta forma, fez-se necessário realizar uma preparação 

prévia da polpa in natura da fruta de forma a obter um preparado homogêneo e 

estável para ser adicionado às bebidas fermentadas após a finalização do processo 

de fermentação. Para evitar o escurecimento enzimático, a polpa in natura 

previamente preparada conforme descrito no item 4.2.1, foi descongelada a 

temperatura ambiente e colocada em solução de ácido cítrico a 0,1%, de grau 

alimentício (Cori Ingredientes), por 10 minutos em bandejas plásticas limpas e com 

tampa. Após esse período foram lavadas em agua potável filtrada por 30 segundos 

e centrifugadas em centrifuga manual até remoção de toda a agua. A polpa in 

natura foi adicionada de agua filtrada potável, na proporção de uma parte de fruta 

(g) para cinco partes de água (g). A mistura foi homogeneizada com auxílio de mixer 

(Oster,2616-057), obtendo-se assim a polpa de fruta diluída (15,25% de fruta in 

natura) pronto para uso. Esta polpa diluída foi utilizada imediatamente após seu 
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preparo. Como não há legislação específica que define os padrões mínimos para 

“polpa de macaúba”, optou-se por utilizar processamento mínimo necessário para 

que as características da fruta in natura fossem preservadas. Nas bebidas 

fermentadas à base de EHS adicionadas de polpa de macaúba, foram adicionados 

28% da polpa de fruta diluída em relação ao volume total da bebida pronta. Essa 

quantidade foi definida após pré-testes que mostraram a quantidade necessária 

para que o produto apresentasse cor e sabor característicos da fruta e não 

houvesse separação de fase.  

 

4.2.8. Análise físico-química das bebidas fermentadas a base de EHS  

 

As determinações de umidade, proteínas, cinzas, fibra alimentar e 

carboidratos de todas as bebidas fermentadas foram feitas de acordo com a 

metodologia descrita no item 3.2.1.1. A determinação de lipídeos foi realizada pelo 

método de Bligh Dyer (1959), usando clorofórmio (P.A, Proquimios) e metanol 

(UV/HPLC, Vetec) como solvente extrator.  

 

4.2.9. Análises microbiológicas das bebidas fermentadas a base de EHS  

 

Para o controle microbiológico, foram adotados os padrões e metodologias 

definidos pela Resolução RDC nº 12 de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001), que 

estabelece os padrões microbiológicos para todos os tipos de alimentos, seguindo-

se especificamente os padrões determinados para produtos à base de soja. As 

análises realizadas para todas as bebidas foram contagem de coliformes totais e 

termotolerantes, pesquisa de Salmonella sp e contagem de B. cereus.  

 

4.2.10. Avaliação da vida de prateleira das bebidas fermentadas à base 

de EHS   

 

A viabilidade do Lactobacillus acidophilus utilizado na produção das bebidas 

BLA5, BLA5M, BLA5+L812 e BLA5+L812M foi determinada para verificar a 

resistência e o comportamento do probiótico no produto final durante o 

armazenamento refrigerado e a possível alegação de propriedade funcional e de 



64 
 

saúde em relação a presença de probióticos, conforme os termos definidos pela 

ANVISA (BRASIL, 2002; BRASIL 2016).  Para a bebida fermentada apenas com a 

cultura de iogurte (BL812 e BL812M), apesar da inexistência de legislação 

específica para bebidas fermentadas à base de EHS, a viabilidade foi determinada 

e comparada com os demais tratamentos. O padrão adotado foi o mesmo definido 

para bebidas lácteas fermentadas (BRASIL, 2005; BRASIL, 2007). Para cada 

tratamento, a viabilidade foi determinada no dia da produção, dia 0, e nos 7 °, 14 

°,21 ° e 28 ° de armazenamento. Além das análises de viabilidade, foram feitas as 

determinações de pH e acidez titulável das bebidas durante esses mesmos 

períodos (; BERNAL-MONDRAGON,2009; RIQUETTE,2013). 

  

4.2.10.1. Viabilidade das culturas lácteas no produto final   

 

Para a determinação da contagem das células viáveis nas bebidas 

fermentadas a base de EHS, uma alíquota de 25 g da amostra foi diluída em 225 

mL água peptonada tamponada 0,1% (10-1). Realizou-se diluições seriadas das 

amostras seguido do plaqueamento em profundidade. As placas foram incubadas 

a 37±1 °C em BOD por 48 horas em microaerofilia.  

Para a bebida fermentada com o inóculo LA-05+YF-L812 (L. acidophilus, S. 

termophillus e L. bulgaricus) utilizou-se o meio MRS-BILE (Difco, França) que 

permite recuperar apenas as células de L. acidophilus. Para avaliar a seletividade 

do meio para L. acidophilus na presença da cultura mista (YF-L812) foram 

realizados ensaios descritos por Vinderola & Reinheimer (2000) com adaptações 

de Pereira (2012) (sem adição de cisteína), obtendo recuperação de 97% para L. 

acidophilus e inibição total da cultura mista YF-L812. 

Para as demais bebidas a enumeração foi realizada utilizando o meio MRS 

(Acumedia, EUA) segundo metodologia descrita por Bernal-Mondragon (2009) com 

adaptações. 

 

4.2.10.2. Determinação do pH e acidez titulável no produto final 

 

A determinação dos valores de pH em todas as bebidas foi realizada por 

leitura direta em potenciômetro modelo MPA210 (MS Tecnopon, Brasil). A acidez 
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expressa em porcentagem de ácido lático foi determinada pelo método de titulação 

com solução de NaOH 0,1 N (P.A, Dinâmica) padronizada usando como indicador 

a solução de fenolftaleína a 1% (P.A-ACS, Êxodo Cientifica) (BRASIL, 2006). 

 

 

5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para as determinações físico químicas e microbiológicas das polpas de macaúba 

in natura foi usado Teste T (p<0,5) para comparação das médias e para as mesmas 

determinações das formulações de todas as bebidas foi realizada Análise de 

Variância (ANOVA) seguida de teste de Tukey (p<0,5) para comparação das 

médias, ambas utilizando software Sisvar 5.6 (DEX/UFLA). Na avaliação da vida 

de prateleira, para os experimentos realizados com os dois tipos de bebidas (com 

e sem adição de polpa da macaúba), nos quais foram estudados 3 diferentes tipos 

de tratamentos, dois processos e dias de estocagem, o delineamento adotado foi 

em parcelas subdivididas seguida de teste de Duncan (p<0,5) para comparação de 

médias utilizando software Excel 2016 (MICROSOFT OFFICE). Todos os 

experimentos foram realizados em triplicata exceto as análises microbiológicas que 

foram realizados em duplicata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



66 
 

6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.1. Obtenção da polpa de macaúba in natura 

 

Os resultados relacionados à obtenção da polpa de macaúba estão 

apresentados na Tabela 3. 

 

Tabela 3- Rendimento obtido na obtenção de polpa de macaúba. 

Amostra 

Peso da 

fruta integral 

(kg) 

Peso de polpa 

(mesocarpo) obtida 

(kg) 

Peso resíduo (epicarpo, 

endocarpo e amêndoa) e 

perdas obtidos (kg) 

LOTE 1 14,60 6,07 8,53 

LOTE 2 15,25 6,13 9,12 

Fonte: o autor, 2017. 

 

A macaúba possui o mesocarpo fibroso fortemente aderido ao endocarpo e 

sua grande oleosidade são uma das principais dificuldades na despolpa (manual 

ou mecânica) dos frutos (ZANATTA, 2015). Em nosso estudo, apesar da dificuldade 

encontrada, após a despolpa dos frutos fornecidos pela Cooper Riachão, obtivemos 

6,07 kg (41,58%) e 6,13 kg (40,20%) de parte comestível formada pelo mesocarpo 

para Lote 1 e Lote 2, respectivamente. Esses valores foram superiores aos 

relatados por Almeida et al. (1998), que obtiveram 27,0% de polpa nos frutos 

coletados na região de Jaboticatubas (MG). Ciconini (2012) descreve em seu 

estudo que, na macaúba, o mesocarpo representa cerca de 40,0% da composição 

da fruta, valores muito próximos aos encontrados em nosso trabalho. Em amostras 

provenientes de Dourados (MS) e Presidente Epitácio (SP), Argandoña-Sanjinez 

(2011) encontrou mesocarpo representando cerca de 42,0% do fruto inteiro, 

corroborando os valores encontrados no presente estudo. Entretanto, o estudo 

realizado por Almeida (2014) que avaliou a proporção casca/polpa na macaúba 

cultivada no Norte de Minas Gerais obteve 44,1% correspondente ao mesocarpo 

dos frutos avaliados; valor este um pouco superior ao presente trabalho. As 

variações e diferenças encontradas entre os estudos podem ser explicadas pela 

influência que a fertilidade do solo, manejo agrícola, grau de maturação do fruto 
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exercem sobre as características biométricas e influenciam a produtividade da 

macaúba. Apesar da dificuldade tecnológica na obtenção da polpa de macaúba, os 

rendimentos obtidos neste e nos demais estudos demonstram o grande potencial 

de aplicação da polpa e sua viabilidade, fazendo-se necessário e viável o 

desenvolvimento de técnicas mais eficientes na sua obtenção.  

 

6.2. Análises Físico-químicas polpa de macaúba 

 

6.2.1. Composição centesimal 

 

Os resultados da composição centesimal estão expressos em base seca 

(Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Composição centesimal (g/100 g) das polpas de macaúba. 

Composição centesimal 

(g/100g) 
LOTE 1 (g/100g) LOTE 2 (g/100g) 

Proteínas 6,99 a ± 0,07 7,12 a ± 0,07 

Lipídios 33,28 a ± 2,28 32,68 a ± 1,19 

Cinzas 5,13 a ± 0,26 5,17 a ± 0,26 

Fibra alimentar total 

Fibra alimentar solúvel 

Fibra alimentar insolúvel 

47,13 a ± 0,94 

15,65 a ± 0,65 

30,42 a ± 1,53 

48,14 a ± 0,69 

16,08 a ± 0,67 

31,99 a ± 1,35 
1 Carboidratos 7,47 6,90 

2Valor calórico total 

(Kcal/100g) 
140,08 ± 6,13 135,73 ± 9,55 

Valores médios ± desvio padrão (n=3) seguidos de letras iguais na mesma linha não diferem 
significativamente entre si pelo Teste T (α = 0,05).1 Teor de carboidratos calculados por diferença.2 

Valor calórico calculado segundo conversão: proteínas 4 Kcal/g, carboidratos 4 kcal/g, lipídeos 9 
kcal/g. Fonte: o autor, 2017. 
 

No presente estudo, não houve diferença significativa entre os lotes 

analisados para nenhum dos componentes investigados. Isso pode ser explicado 

pelo fato das amostras serem provenientes do mesmo local de cultivo, recebendo 

assim as mesmas condições de solo, manejo, luminosidade e chuvas durante seu 

desenvolvimento. Em relação aos teores de umidade, os valores encontrados 

(60,80% para o lote 1 e 61,26% para o lote 2) são superiores aos relatados na 
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maioria dos estudos. Farias (2010) encontrou valores de 46,4% de umidade para 

amostras do Norte de Minas Gerais e 49,1% para amostras do Ceará. Argandoña-

Sanjinez (2011) relata valores de 52,08% de umidade para polpas de Presidente 

Epitácio e 51,13% para amostras de Dourados (MS). Entretanto, em um estudo 

realizado por Ciconini (2011) relatou-se teor de umidade variando de 49,06% a 

63,00%, indicando a grande variabilidade nos teores de umidade no fruto.  Os frutos 

de macaúba analisados no presente estudo foram coletados em período atípico de 

frutificação com maior incidência de chuvas. Esta condição climática influencia 

diretamente o teor de umidade dos frutos, uma vez que, por serem coletados sob 

o solo, ocorre maior exposição à umidade e consequentemente maior absorção de 

água pelo fruto caído. Além disso, a forma de armazenamento dos frutos na 

cooperativa (tambores fechados ou amontoados sob o piso) contribui para a 

elevação da umidade dos frutos analisados. Desta forma, o teor de umidade 

encontrado para o estudo em questão foi maior e dentro do esperado. Entretanto, 

devido á esta condição, o processamento rápido após a colheita foi necessário para 

evitar a deterioração dos mesmos.  

Os teores proteicos das amostras de polpa de macaúba dos Lote 1 e Lote 2 

foram de 6,99% e 7,12%, respectivamente. Silva et al. (2008) encontrou 4,20% de 

proteínas em polpa de macaúba proveniente de Goiânia (GO), valor abaixo aos 

encontrados em nosso estudo. Relatos na literatura trazem teores proteicos para 

polpa de macaúba de diferentes localidades que variam de 1,18% a 4,20% 

(RAMOS, 2007; SILVA, 2008; LIRA et al.,2013), valores também menores que os 

encontrados para as amostras analisadas. Sabendo-se da importância da ingestão 

de proteínas para manutenção da saúde humana, a macaúba pode contribuir para 

o enriquecimento desta ingestão, uma vez que sua polpa apresenta valores de 

proteínas semelhantes ao encontrado no arroz integral cozido (8,7%) e batata 

inglesa cozida (8,8%) e superiores as frutas comerciais usadas na alimentação 

humana, como banana prata (4,63%) e maça fuji (1,91%) (TACO,2011).  

Em relação aos teores de lipídeos, foram encontrados 33,28% e 32,68% 

para os Lote 1 e Lote 2 respectivamente. Esses resultados são semelhantes aos 

reportados por Lira et al. (2013) que obteve teores de 32,76% e 32,05% para duas 

espécies de macaúba analisadas e superiores aos encontrados por Ramos et al. 

(2008) que obteve resultados de 17,32% para lipídeos.  
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Em relação ao teor total de minerais, os Lotes 1 e 2 analisados apresentaram 

teores de 5,13% e 5,17% para cinzas, respectivamente. Estes valores são 

superiores aos reportados por Silva et al. (2008) que encontrou teores de 2,71% e 

semelhantes aos reportados por Aragão (2014), que encontrou 4,40% em amostras 

in natura de macaúba oriundas de Petrolina (PE).  

As polpas analisadas apresentam valores expressivos para fibra alimentar 

total (47,13% e 48,14%). Esses resultados são superiores aos encontrados por 

Ramos et al. (2008) que obteve resultados de 29,27% para fibras. Ainda em relação 

ao teor de fibras, as amostras do presente estudo apresentaram maior valor quando 

comparados ao estudo de Silva et al. (2008). O teor de fibra alimentar encontrado 

nas amostras de macaúba deste e de outros estudos, por estar acima 6,0 g na 

porção de 45 g (1 unidade) classificam este fruto como alimento alto conteúdo de 

fibras, podendo fornecer cerca de 32% da ingestão diária recomendada deste 

componente na dieta humana (BRASIL,2012).  

Os teores de carboidratos das amostras de macaúba para o lote 1 e lote 2 

foram de 7,47% e 6,99% respectivamente. Esses teores encontrados nas amostras 

analisadas são menores que os relatados na literatura. Segundo a Tabela Taco 

(2011), a macaúba crua in natura apresenta teores de carboidratos de 23,76%. 

Silva et al. (2008) encontrou valores de 53,38% para carboidratos; valores muito 

superiores ao relatado pela TACO e aos encontrados neste estudo. O teor de 

umidade elevado nas amostras e o grau de maturação podem ser responsáveis 

pelo baixo valor dos carboidratos encontrados.  

Além disso, devido ao seu baixo valor energético (140,08 kcal e 135,73 kcal), 

a polpa pode ser usada em diversas preparações como sucos, tortas, sorvetes ou 

para produção de farinha de macaúba, ampliando assim o uso nas preparações 

alimentares.  

O estudo da composição química de espécies nativas contribui para uma 

melhor compreensão entre nutrição e biodiversidade, especialmente em termos de 

produção e processamento de alimentos para a alimentação humana 

(FERNANDES et al., 2010). O cerrado brasileiro apresenta grande diversidade de 

espécies frutíferas que podem contribuir na alimentação humana fornecendo macro 

e micronutrientes como fibras, carboidratos, lipídeos e proteínas. A macaúba 

apresenta composição química com grande potencial nutricional e pode ser usada 
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no desenvolvimento de produtos alimentícios e assim contribuir para melhorar a 

qualidade da alimentação das famílias residentes no cerrado, que frequentemente 

se encontram em vulnerabilidade social (RODRIGUES, 2005; VIEIRA et al., 2006; 

HAMACEK, 2012). Além disso, a macaúba oferece total aproveitamento do resíduo 

gerado como fonte de energia em fornos e usinas. 

 

6.2.2. Determinação de Carotenoides Totais e Compostos Fenólicos Totais 

 

Os resultados das determinações de carotenoides totais e compostos 

fenólicos totais estão apresentados na Tabela 5. 

 

Tabela 5- Carotenoides totais (µg/g) e Compostos fenólicos totais (mg GAE/100g) 
das polpas de macaúba. 

Amostra 
Carotenoides totais 

(µg/g) 

Compostos fenólicos totais (mg 

GAE/100g) 

LOTE 1 24,70a ± 0,70 256,99a ± 1,48 

LOTE 2 25,20a ± 0,40 225,79b ± 2,22 

Valores médios ± desvio padrão (n=3) seguidos de letras iguais na mesma coluna não diferem 
significativamente entre si pelo Teste T (α = 0,05). Fonte: o autor, 2017. 
 

Os valores dos teores de carotenoides totais determinados nos lotes 1 e 2 

foram 24,70±0,70 µg/g e 25,20±0,40 µg/g respectivamente. Não foram encontradas 

diferenças significativas entre os lotes das amostras analisadas. Isso pode ser 

justificado pelo fato das amostras serem coletadas na mesma época, no mesmo 

local e com o grau de maturação semelhante.  

Na macaúba, assim como em outros frutos, o grau de maturação é um dos 

fatores que afetam decididamente a composição em carotenoides (RODRIGUES-

AMAYA,2008). Entretanto, os valores encontrados neste estudo são menores que 

os relatados por Castilho et al. (2015), que encontraram teor de 58,51 µg/g de 

carotenoides em polpa de macaúba proveniente do estado de Goiás. Rocha et al. 

(2013) reporta valores de 132,65 µg/100g para polpa de macaúba proveniente do 

cerrado piauiense, valores menores que os encontrados no presente estudo.  

As diferenças encontradas podem ser decorrentes dos métodos de extração 

utilizados, assim como as condições de cultivo, grau de maturação, processamento 

e armazenamento das amostras. No presente estudo, as amostras analisadas 
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estavam congeladas (120 dias) enquanto nos demais, as amostras foram 

analisadas in natura. Ressalta-se que os teores de carotenoides encontrados para 

macaúba neste estudo são semelhantes aos de frutas tropicais tais como o mamão 

colombo (19,22 µg/g) e manga americana (28,06 µg/g) reportados por Malaterre-

September et al. (2016).  

O teor de compostos fenólicos totais foram de 256,99 e 225,79 mg AGE/100g 

para os lotes 1 e 2 respectivamente. A diferença significativa observada nos teores 

de composto fenólicos totais entre os dois lotes analisados podem estar 

relacionadas à diferença na exposição a agentes causadores de estresse entre as 

colheitas.  A concentração de compostos fenólicos varia em decorrência das 

condições geográficas e ambientais e fatores fisiológicos.  

Os valores encontrados neste estudo são cerca de 4 vezes maiores que os 

reportados por Rocha et al. (2013) que encontrou teores de compostos fenólicos 

totais de 60,85 mg AGE/100 g para macaúba proveniente do cerrado piauiense. As 

discrepâncias nos valores de teores dos compostos fenólicos, segundo Soares 

(2008), podem ser influenciadas por diversos fatores, tais quais maturação, 

espécie, práticas de cultivo, origem geográfica, estágio de crescimento, condições 

de colheita e processo de armazenamento das frutas. Uma das formas de síntese 

de compostos fenólicos derivam do metabolismo secundário das plantas que são 

ativados pela exposição ao estresse. Desta forma, a exposição aos agentes 

causadores deste (fatores nutricionais, exposição aos raios UV, ataque de 

patógenos) podem ter sido diferentes entre os lotes.   

A peculiaridade metodológica relacionada ao solvente extrator e aos 

fenólicos usados como padrão para a quantificação dos compostos fenólicos 

também pode contribuir para as diferenças observadas. No estudo de Rocha et al. 

(2013) a extração foi realizada com solução alcóolica e aquosa, enquanto no 

presente estudo utilizou-se metanol e acetona. O teor de fenólicos totais encontrado 

neste estudo é semelhante aos encontrados para outras frutas como murici (334,37 

mg AGE/100g), uva niágara rosa (207 mg AGE/100g) e dos frutos verdes de 

Syagrus romanzoffiana (259,40 mg AGE/100g). Também são semelhantes aos 

teores relatados por Moo-Huchin et al. (2015) em frutas tropicais mexicanas como 

caju vermelho (287,28 mg AGE/100g), nance amarela (240,76 mg AGE/100g), 

nance vermelha (266,26 mg AGE/100g) e mamoncillo (295,35 mg AGE/100g). Os 
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teores de fenólicos encontrados para macaúba são superiores aos encontrados 

para amora (118,940 mg AGE/100g); uva (117,1 mg AGE/100g); goiaba (83,0 mg 

AGE/100g); morango (132,1 mg AGE/100g); abacaxi (21,7 mg AGE/100g); graviola 

(84,3 mg AGE /100g); cupuaçu (20,5 mg AGE /100g) e maracujá (20,0 mg 

AGE/100g) (KUSKOSKI et al., 2006, SOUZA et al., 2012).  Coimbra (2013) 

analisando teores de fenólicos totais em óleo de polpa da macaúba, encontrou 

teores de 221 mg AGE/100g, valor este semelhante ao encontrado no presente 

estudo. 

A importância do estudo da determinação dos carotenoides e compostos 

fenólicos está no fato destes compostos apresentarem potencial de atividade 

antioxidante no corpo humano. O β-caroteno é o principal pro vitamínico A e sua 

ação antioxidante está na capacidade de neutralizar radicais livres e outras 

espécies reativas como o oxigênio singlet. Além disso, a ingestão de alimentos que 

forneçam esse componente contribui para melhora da qualidade nutricional das 

preparações alimentícias.  

A atividade antioxidante dos compostos fenólicos deriva de sua capacidade 

de formar radicais intermediários estáveis, impedindo a oxidação. Além disso, 

atuam como doador de hidrogênio ou elétrons, reagindo com os radicais livre 

(SILVA et al., 2010; DAMODARAN et al.,2008). A macaúba possui potencial de 

utilização na alimentação humana uma vez que os resultados encontrados para os 

componentes em questão são satisfatórios. A inserção da macaúba nas 

preparações ou seu consumo in natura poderá fornecer quantidades significativas 

de carotenoides, principalmente para populações em vulnerabilidade social que 

residem nos biomas onde ela está presente. Além disso, a macaúba pode trazer 

benefícios uma vez que possui quantidades expressivas de compostos fenólicos 

com potencial atividade antioxidante. 

  

6.3. Determinação da Capacidade Antioxidante in vitro da polpa de macaúba 

 

A determinação da atividade antioxidante das amostras de macaúba foi 

avaliada pelos métodos de captura do radical livre DPPH, ABTS e pela redução de 

íons ferro (FRAP) e os resultados encontrados estão apresentados na Tabela 6. 
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Tabela 6 - Capacidade antioxidante in vitro. 

Amostra 
DPPH (g fruta/g 

DPPH) 

ABTS (µM de 

trolox/g fruta) 

FRAP (µM Sulfato 

Ferroso/g fruta) 

LOTE 1 7310,76a ± 9,44 6,27a± 0,51 7,57a ± 0,77 

LOTE 2 9450,43b ± 0,02 3,21b± 0,04 6,42a ± 0,50 

Valores médios ± desvio padrão (n=3) seguidos de letras iguais na mesma coluna não diferem 
significativamente entre si pelo teste T (α = 0,05). Fonte: o autor, 2017. 
 

A determinação foi realizada de acordo com a curva analitica padrão de 

DPPH (Anexo 3). Por este método, foram encontrados valores de 7310,76 g de 

fruta/ g DPPH e 9450,43 g fruta/g DPPH para lotes 1 e 2 respectivamente. As 

amostras apresentaram diferença significativa entre si, onde o lote 1 apresentou 

maior atividade antioxidante para o método avaliado. Os valores encontrados nesse 

estudo são semelhantes aos relatados por Rufino et al. (2010) para caju (7142 g 

fruta/ g DPPH) e para cajá 9397 (g fruta/ g DPPH). Santos (2014) relata valores de 

7775,45 g fruta/g DPPH para mirtilo e 6065,68 g fruta/g DPPH para cereja. 

Quanto à captura do radical ABTS (determinada em função da curva 

analítica padrão de Trolox, demonstrada no Anexo 4), os resultados encontrados 

foram 6,27 µM de trolox/g fruta para o lote 1 e 3,21 µM de trolox/g fruta para o lote 

2, com diferenças significativas entre os lotes, conforme demonstrado na Tabela 5. 

No estudo realizado por Zanatta (2015) as amostras de polpa de macaúba 

avaliadas apresentaram atividade antioxidante variando de 12,62 a 50,88 µM de 

trolox/g fruta, valores muito superiores aos encontrados em nosso estudo. Os 

valores obtidos para a macaúba lote 1 são semelhantes ao umbu (6,3 µM de 

trolox/g fruta) e ao cajá (7,8 µM de trolox/g fruta) relatados por Rufino et al. (2010) 

e ao mirtilo (5,88 µM de trolox/g fruta) relatados por Souza et al. (2014). Para o lote 

2, o valor se assemelha ao encontrado para abacaxi (2,62 µM de trolox/g fruta), 

manga (2,70 µM de trolox/g fruta) e maracujá (3,34 µM de trolox/g fruta) relatados 

por Prado (2009). 

 As diferenças encontradas na capacidade antioxidante dos lotes analisados 

pelos métodos DPPH e ABTS podem ser explicadas pela diferença da 

concentração de compostos bioativos. Canuto et al. (2010) constatou em seu 

estudo que a capacidade antioxidante das frutas analisadas estava relacionada ao 
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teor de compostos bioativos presente. Quanto maior o teor destes compostos, 

maior é a capacidade antioxidante. A mesma relação foi encontrada por Rufino et 

al. (2010) e Souza et al. (2012). Dentre os compostos bioativos, os compostos 

fenólicos e o ácido ascórbico são bons indicadores da capacidade antioxidante da 

maioria das frutas. Uma vez que o lote 1 apresentou maior teor de compostos 

fenólicos, a maior capacidade antioxidante foi observada neste em comparação ao 

lote 2 pelos métodos DPPH e ABTS. Esses dois métodos são baseados na 

capacidade de sequestro de radicais livres e possuem o mesmo mecanismo de 

reação, onde os antioxidantes presentes na amostra reduzem e eliminam os 

radicais presentes, levando ao declínio dos valores de absorbância (SOUZA et al. 

2012; LIM et al., 2006).  

A avaliação da atividade antioxidante pela redução dos íons ferro (FRAP) 

apresentou 7,57 µM Sulfato Ferroso/g fruta e 6,42 µM Sulfato Ferroso/g fruta para 

os lotes 1 e 2 respectivamente. Foram calculados em função da curva analitica 

padrão de Sulfato Ferroso demonstrada no Anexo 6. Não foram encontradas 

diferenças significativas entre as amostras avaliada por esse método. Não foram 

encontrados na literatura estudos que avaliaram a capacidade antioxidante da 

polpa de macaúba pelo método FRAP. Entretanto, comparando com estudos 

utilizando outras frutas, os valores encontrados são semelhantes aos relatados por 

Denardim et al. (2015) para butiá (9,32 µM Sulfato Ferroso/g fruta e inferiores aos 

encontrados para pitanga laranja (33,17 µM Sulfato Ferroso/g fruta), pitanga 

vermelha (23,43 µM Sulfato Ferroso/g fruta) e araçá (89,09 µM Sulfato Ferroso/g 

fruta) todas as frutas tropicais analisadas em seu estudo.  

O método FRAP possui mecanismo de ação diferente dos outros métodos 

utilizados. Ele se baseia na redução dos íons ferro pelo composto antioxidante 

presente. Entretanto, nesse método nem todo redutor hábil para reduzir o Fe3+ a 

Fe2+ é antioxidante; nem todo antioxidante tem a habilidade específica para reduzir 

Fe3+ a Fe2+. Dessa forma, devido a estes interferentes, não foram encontradas as 

diferenças significativas entre os lotes 1 e 2 analisados mesmo possuindo 

diferentes teores de compostos bioativos (compostos fenólicos) (SOUZA, 2012; 

CLERICI & CARVALHO SILVA, 2011, DUTRA et al., 2017). 

Foram utilizados diferentes métodos para determinação da capacidade 

antioxidante das amostras analisadas uma vez que possíveis variações no 
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complexo antioxidante de uma matriz alimentar podem fornecer diferentes 

resultados em cada método.  

A determinação da atividade antioxidante em frutas vem sendo destaque em 

estudos e pesquisas em todo o mundo. As reações envolvendo espécies reativas 

de oxigênio em sistemas biológicos causam graves danos a membrana celular e 

provoca alterações de DNA (MADHUKITH & SHAHIDI,2005). As frutas são as 

principais fontes de antioxidantes naturais e o estudo de seus compostos podem 

auxiliar no desenvolvimento de alimentos capazes de contribuir no controle das 

reações. A macaúba avaliada neste estudo apresenta potencial antioxidante 

semelhante a várias frutas consumidas pela população humana e pode contribuir 

no enriquecimento nutricional de preparações alimentares. Além disso, por ser uma 

fruta pouco explorada comercialmente para consumo alimentar, oferece grande 

possibilidade no desenvolvimento de novos produtos e aumento da renda das 

comunidades que a exploram.  

 

6.4. Analise microbiológica das polpas de macaúba 

 

Os resultados das análises microbiológicas das polpas de macaúba estão 

demonstrados na Tabela 7. 

 

Tabela 7-Análise microbiológica da polpa de macaúba. 

*Pesquisa Lote 1 Lote 2 

Enumeração de coliformes totais e 

termotolerantes (NMP/g) 

< 3,0 < 3,0 

Pesquisa de Salmonella sp (25g) Ausência Ausência 

Fonte: o autor, 2017. *Amostra indicativa. 

 

As amostras de polpa de macaúba avaliadas no presente estudo 

apresentaram-se dentro dos limites permitidos na Resolução RDC nº 12, de 02 de 

janeiro de 2001, da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), que 

preconiza padrões microbiológicos para polpas de frutas congeladas, limite máximo 

de 5 x 102 NMP/g (2,7 ciclos log) para coliformes a 45 °C e ausência de Salmonella 

sp. em 25 g do produto independentemente do sabor, da marca e do período de 
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coleta. Não foram encontradas diferenças em relação as análises microbiológicas 

para as amostras avaliadas. 

A ausência de coliformes termotolerantes e Salmonella sp indica que as 

amostras foram processadas e manipuladas em condições higiênico-sanitárias 

adequadas. Dantas et al. (2012), em seu estudo abordando qualidade 

microbiológica de polpas de frutas comercializadas em Campina Grande-PB, 

encontrou apenas uma amostra dentre as 19 analisadas que apresentou 

crescimento para coliformes termotolerantes. No estudo feito por Santos et al. 

(2008), 4,3 % das amostras de polpa de fruta analisadas apresentaram resultado 

positivo para coliformes a 30°C e dentre estas, 1,70 % foram positivas para 

coliformes termotolerantes. Porém, ambos estavam dentro do padrão estabelecido 

pela RDC °12 de 2001.  

Em relação à pesquisa de Salmonella sp, os resultados são condizentes com 

os estudos realizados por Feitosa et al. (1999), Nascimento et al. (1999), Bueno et 

al. (2002) e Santos et al. (2008), que encontraram resultado negativo em 100% das 

amostras analisadas. 

A qualidade microbiológica é um fator fundamental para o desenvolvimento 

de produtos alimentares. A matéria prima de qualidade garante que os produtos 

finais atendam os parâmetros desejados de conservação e estabilidade. As 

amostras de macaúba avaliadas atendem a estes padrões estando em condições 

higiênico sanitárias para sua aplicação. 

 

6.5. Testes preliminares no desenvolvimento das bebidas fermentadas a base 

de EHS. 

 

Testes preliminares para a produção das bebidas foram avaliados quanto à 

capacidade de fermentação do EHS pela cultura comercial de iogurte (YF-L812) e 

pela cultura pura de L. acidophilus (LA-5) utilizadas neste estudo. Os objetivos dos 

testes foram verificar o tempo necessário para fermentação da bebida, a 

quantidade de inóculo padronizado necessária, a estabilidade e os aspectos do gel 

formado em relação a textura e sinérese e a influência da adição de fontes de 

açucares ao meio base de fermentação. 
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Observou-se que as duas culturas lácteas utilizadas foram capazes de 

fermentar o meio base para a produção das bebidas à base de EHS. Nas amostras 

de bebidas onde foram empregadas cultura comercial de iogurte (YF-L812) como 

inóculo, o tempo necessário para atingir pH= 4,5 foi de aproximadamente 3 horas. 

Já para as amostras fermentadas por L. acidophilus, o tempo foi superior a 20 horas 

(utilizando inóculo liofilizado) para atingir o mesmo valor de pH. Quando os testes 

foram conduzidos utilizando inóculo padronizado e ativado (conforme descrito nos 

itens 4.2.5.2.2 e 4.2.5.3), o tempo foi reduzido para 12 horas. O gel formado nas 

duas amostras apresentou-se estável, liso e sem presença de grumos. Entretanto, 

todas as amostras apresentaram sinérese durante o armazenamento, sendo o 

fenômeno mais pronunciado nas amostras fermentadas pela cultura YF-812. 

A adição de outras fontes de açucares não alterou o tempo de fermentação. 

Os experimentos foram conduzidos utilizando glicose, sacarose e lactose na 

proporção de 2,0 %(m/v) e uma amostra controle contendo apenas o EHS.   

A quantidade de inóculo (2,0 %) da cultura YF-L812 utilizada nos testes 

mostraram-se ideais para a fermentação, mantendo boa viabilidade durante o 

armazenamento refrigerado (7°C por 28 dias). Entretanto, essa mesma quantidade 

mostrou-se insuficiente quando a cultura de L. acidophilus foi utilizada.  

A partir destes testes preliminares, os parâmetros de tempo e temperatura 

de incubação, padronização no uso do inóculo e do meio base usado na 

fermentação das bebidas à base de EHS, foram definidos e adaptados seguindo 

metodologias descritas nos estudos de Riquette (2013), Faleiro (2015) e Bernal-

Mondragon (2004). 

 

6.6. Preparo da cultura liofilizada para fermentação 

 

6.6.1. Determinação do número de células viáveis nas culturas liofilizadas. 

 

As contagens do número de células viáveis nas culturas liofilizadas foram 

realizadas de acordo com o item 4.2.5.1. O resultado está demonstrado na Tabela 

8. 
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Tabela 8- Contagem de células viáveis nas culturas liofilizadas 

Cultura 

liofilizada 
Microrganismo 

Contagem 

(Log UFC/g) 

LA-5 Lactobacillus acidophilus cepa LA5 8,13 

YF-L812 
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 

e Lactobacillus delbrueckiii subsp. bulgaricus 
*8,27 

Fonte: o autor, 2017. * Contagem total dos microrganismos presentes. 

 

As culturas liofilizadas utilizadas neste estudo apresentaram contagens 

semelhantes entre si e valores ligeiramente menores que os relatados por Riquette 

(2013) e Bernal-Mondrágon (2004) que obtiveram contagens de 9,15 log UFC/mL 

e 11,30 log UFC/mL respectivamente. As diferenças podem estar relacionadas as 

variações de tempo e temperatura de armazenamento, transporte e manipulação 

destas culturas (BERNAL-MONDRAGON,2004). As empresas produtoras 

declaram contagens mínimas de ~9 log UFC/g a fim de garantir a manutenção das 

células viáveis frente as condições adversas ocorridas na cadeia de distribuição do 

produto. 

 

6.6.2. Padronização e determinação de células viáveis nas culturas lácteas 

 

O inóculo de LA-5 foi preparado conforme descrito no item 4.2.5.2.2. Devido 

a quantidade limitada disponível da cultura liofilizada de LA-5, foi necessário 

realizar sua propagação celular (repique) antes do uso. Para o inóculo de YF-L812, 

a propagação celular não foi necessária pois havia quantidades suficientes da 

cultura liofilizada para o estudo. Este foi preparado segundo o item 4.2.5.2.1. De 

cada inóculo preparado, foram separadas amostras de 1 mL em tubosplasticos com 

fundo cônico de 1,5 mL com tampa. Estas foram mantidas nas mesmas condições 

dos inóculos de trabalho e foram avaliadas, a cada produção, de acordo com item 

4.2.5.1. A Tabela 9 apresenta o resultado da contagem dos inóculos de trabalho. 
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Tabela 9 – Viabilidade dos inóculos de trabalho ao longo do armazenamento 
congelado. 

Cultura 

Congela

da 

Número de células viáveis (Log UFC/mL) dos inóculos de trabalho 

Dias de armazenamento 

0 30 60 90 120 160 

LA-5 7,78a±0,02 7,62a±0,09 7,60 a ±0,1 7,27 b ±0,03 7,21 b ±0,4 7,18 b ±0,4 

YF-L812 7,86a±0,03 7,83a±0,04 7,81 a±0,03 7,80 a ±0,02 7,83 a±0,01 7,70 a ±0,05 

Valores médios ± desvio padrão (n=3) seguidos de letras iguais na mesma linha não diferem 
significativamente entre si pelo teste T (α = 0,05). Fonte: o autor, 2017. 

 

Os resultados demonstram que o número de células viáveis do inóculo YF-

L812 permaneceu constante (sem diferença significativa entre as médias) durante 

o armazenamento congelado (-18°C) por 160 dias, apesar de terem sofrido redução 

de aproximadamente um ciclo log em relação ao inóculo liofilizado, conforme 

demonstrado no item 6.6.1. O inóculo YF-L812 foi armazenamento em EHS 8,0 % 

demonstrando que esta matriz tem efeito protetor sobre as células viáveis durante 

armazenamento congelado. 

O inóculo LA-5 foi armazenado em glicerol 20% uma vez que foi propagado 

em meio de cultura e posteriormente congelado e nota-se que a partir do 90º dia 

de armazenamento, a contagem do inóculo LA-5 apresentou declínio significativo 

em relação ao período anterior.  Entretanto, em termos de padrões microbiológicos 

essa queda não tem efeito significativo uma vez que o número de células viáveis 

se apresentou dentro da mesma grandeza (~ 7 log UFC/mL) em ambas as amostras 

analisadas, garantindo a manutenção de mesmo número de células viáveis nos 

inóculos de trabalho utilizados. 

O EHS apresentou grau de proteção contra os efeitos deletérios do frio sobre 

as células viáveis de YF-L812 durante o armazenamento congelado no período 

avaliado, podendo substituir matrizes reconhecidamente usadas como o próprio 

glicerol e o leite desnatado reconstituído (PYAR & PEH, 2011; ZHANG et al., 2012; 

LEANDRO et al., 2013). Em relação as células viáveis de LA-5, não foi possível 
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verificar o efeito protetor do EHS devido a quantidade limitada de inóculo disponível 

para o estudo. 

 

6.7. Processo fermentativo das bebidas à base de EHS 

 

Todas as formulações das bebidas foram produzidas conforme fluxograma 

demonstrado no item 4.2.6.  

A Figura 9 apresenta a variação do pH durante o processo de fermentação 

das bebidas. Na Tabela 10 estão os valores de acidez expressas como % ácido 

lático. O pH foi usado como ferramenta do monitoramento. Desta forma, a acidez 

das bebidas foi determinada apenas no início e final da fermentação. 

 

Figura 9 - Variação do pH em função do tempo durante fermentação das bebidas 
por inóculos de L. acidophilus (BLA5), cultura mista tradicional para iogurte 

(BL812) e a mistura de ambas (BLA5+L812). 

 

   Fonte: o autor, 2017. 

 

Tabela 10- Acidez (% ácido lático) no início e final da fermentação. 

Bebida  Acidez inicial Acidez final 

BLA-5 0,083a ±0,01 0,30a ±0,02 

BL812 0,090 a ±0,01 0,36b±0,037 

BLA5+L812 0,090 a ±0,02 0,34b±0,048 

Valores médios ± desvio padrão (n=3) seguidos de letras iguais na mesma coluna não diferem 
significativamente entre si pelo teste T (α = 0,05). Fonte: o autor, 2017. 
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Observou-se que a cultura mista de S.thermophilus e L. bulgaricus (YF-L812) 

apresentou os menores tempos de fermentação. Usada sozinha ou juntamente com 

L. acidophilus, não foram observadas diferenças no tempo gasto. Na bebida   

BL812, o tempo gasto foi de 4h e 40 minutos e o pH final alcançado no momento 

do resfriamento foi de 4,56. Na bebida BLA5+ L812, o pH final foi de 4,58 em 4h e 

30 minutos. Os resultados eram esperados uma vez que o agente fermentador em 

ambas as bebidas era a cultura YF-L812. Não foram observadas diferenças 

significativas entre as médias de acidez no inicio e final da fermentação para as 

bebidas fermentadas pela cultura de YF-L812. 

A cultura de L. acidophilus  apresentou maior tempo quando usada sozinha 

na fermentação das bebida BLA5. Após 12:00 horas de fermentação, o pH 

alcançado foi de 4,63 no início do resfriamento. A acidez final também foi 

significativamente menor que as bebidas BL812 e BLA+812. 

As culturas comerciais de iogurte são constituídas pela mistura das espécies 

de L. bulgaricus e S.thermophilus que atuam em simbiose durante a fermentação 

do leite. São homofermentativas, produzindo grande quantidade de ácido lático no 

meio. A associação entre essas espécies é responsável pela formação das 

propriedades reológicas (viscosidade) e sensoriais do iogurte (aroma e sabor) 

(HATTINGH & VILJOEN, 2001). A legislação brasileira define como “iogurte” o 

produto fermentado exclusivamente por estas duas espécies, podendo ser 

adicionado de forma complementar de outras espécies, como probióticos (BRASIL, 

2007). A cultura comercial foi capaz de fermentar o EHS, indicando sua capacidade 

de fermentar outros açucares presentes. No estudo realizado por Fuchs et al. 

(2005), os valores de pH encontrados pela fermentação de EHS pela cultura do 

iogurte estavam na faixa de 4,4 a 4,6 após 6 horas de incubação. A mesma faixa 

de pH foi encontrada nos estudos realizados por Buono et al. (1990) e Trindade et 

al. (2001). 

Em relação a fermentação por L. acidophilus, o tempo necessário para 

fermentação do EHS foi semelhante ao encontrado por Behrens (2002) e Bernal-

Mondragon (2004), atingindo pH de 4,40 em 12 e 14 horas respectivamente. 

Apesar das fontes de açucares fermentáveis na soja serem o fator limitante, 

Esteves (2011) demonstrou que a S. thermophilus e L. acidophilus foram capazes 
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de metabolizar oligossacarídeos como a rafinose presente no EHS, apesar de 

utilizar preferencialmente as fontes de sacarose e glicose presentes. A diferença 

entre os tempos de fermentação pode estar associada as necessidades nutricionais 

maiores requeridas pelo L. acidophilus no seu desenvolvimento em comparação 

com S. thermophilus e L. bulgaricus. O L. acidophilus é nutricionalmente exigente, 

requerendo nutrição complexa como aminoácidos e outras substâncias. Porém seu 

uso torna-se viável uma vez que os produtos gerados no metabolismo fermentativo 

do EHS podem proporcionar melhorias sensoriais no produto final (OLIVEIRA, 

2009). 

 

6.8. Analise físico química das bebidas fermentadas a base de EHS  

 

Os resultados da composição físico química das bebidas fermentadas, em 

base seca, estão apresentados na Tabela 11. 
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Tabela 11- Composição centesimal das bebidas fermentadas. 

Valores médios ± desvio padrão (n=3) seguidos de letras iguais na mesma linha não diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (α = 0,05).1 

Teor de carboidratos calculados por diferença.2 Valor calórico calculado segundo conversão: proteínas 4 Kcal/g, carboidratos 4 kcal/g, lipídeos 9 kcal/g. 

Fonte: o autor, 2017. 

Composição 

centesimal 

(g/100g) 

 

Bebida LA5M 

 

Bebida LA5 

 

Bebida L812M 

 

Bebida L812 

 

Bebida 

LA5+L812M 

 

Bebida 

LA5+L812 

Proteínas 29,39 a ± 2,49 

 

23,21 a ± 1,87 

 

25,21 a ± 3,03 

 

21,03 a ± 0,98 

 

29,92 a ± 0,54 

 

27,47 a ± 2,98 

 

Lipídios 14,33 a ± 5,69 

 

11,54 a ± 1,21 

 

13,71 a ± 2,75 

 

12,77 a ± 4,69 

 

12,30 a ± 3,18 

 

13,49 a ± 3,43 

 

Cinzas 2,34 a ± 0,47 

 

1,80 a ± 0,27 

 

2,38 a ± 0,37 

 

1,70 a ± 0,50 

 

2,44 a ± 0,10 

 

2,07 a ± 0,48 

 

Fibra alimentar total 25,12 a ± 0,95 15,25 c ± 0,65 19,78 b ± 0,43 12,00 d ± 0,27 15,35 c ± 2,38 10,40 d ± 0,27 

Fibra alimentar 

solúvel 

10,79 a ± 0,41 5,85 d ± 0,25 7,38 b ± 0,16 4,29 c ± 0,10 4,00 c ± 0,63 1,65 e ± 0,04 

Fibra alimentar 

insolúvel 

 

14,32 a ± 0,54 9,41 cd ± 0,40 12,40 ab ± 0,27 7,71 d ± 0,17 11,35 bc ± 1,76 8,75 d ± 0,23 

 

1 Carboidratos 28,73 ± 3,54 48,19 ± 2,83 38,93 ± 3,40 52,40 ± 6,20 40,29 ± 0,82 46,57 ± 1,44 
2 Valor calórico total 

(Kcal/100g) 

361,42 ± 27,71 389,48 ± 7,09 379,90 ± 11,18 408,41 ± 21,39 391,51 ± 4,35 417,59 ± 18,61 
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Em relação ao teor de umidade, as bebidas adicionadas de polpa de 

macaúba, BLA5M, BL812M e BLA5+L812M apresentaram teores de 90,08%, 

89,83% e 89,33% respectivamente. Para as bebidas sem adição de polpa de 

macaúba, os teores foram 87,33%, 87,41% e 87,88% para BLA5, BL812 e 

BLA5+L812 respectivamente.  

 Observou-se que as bebidas com polpa apresentaram maiores valores de 

umidade sendo significativamente diferentes das bebidas sem adição. Dentro do 

mesmo grupo (com e sem polpa), não ocorreu diferença significativa entre as 

bebidas. Os teores mais elevados de umidade observados para as bebidas com 

polpa de macaúba são decorrentes da adição da polpa.  

Conforme descrito no item 4.2.7, a polpa foi preparada com a incorporação 

de água. Desta forma, ao adicioná-la nas bebidas, ocorreu o incremento dos teores 

de umidade. Em estudos precedentes, Kooper (2009) encontrou teores de umidade 

variando de 81,31% a 82,40% em bebidas fermentadas por cultura láctea de iogurte 

e L. acidophilus a base de EHS adicionadas de farinha de macaúba. Os menores 

valores em relação ao presente estudo podem estar relacionados a adição da 

farinha, que interfere no teor de sólidos na base seca, diminuindo o teor de 

umidade. Machado (2007) relata teores de 85,29 % para bebidas fermentadas a 

base de EHS, utilizando L. acidophilus e Carneiro (2015) encontrou teores de 

87,70% e 86,74% para bebidas fermentadas pela mesma cultura. Marin (2012) 

obteve bebida fermentada a base de EHS, utilizando também L. acidophilus com 

85% de umidade. Em comparação ao presente estudo, os resultados encontrados 

são semelhantes aos encontrados para as bebidas fermentadas sem adição de 

polpa de macaúba. Por fim, Trindade et al (2001) encontrou valores de 91,20% para 

iogurtes de EHS, valores um pouco superiores aos encontrados no presente 

estudo.  

Pôde-se observar que os teores de proteínas das bebidas adicionadas da 

polpa de macaúba apresentaram valores mais elevados em comparação aquelas 

sem adição. Entretanto, essa diferença não foi significativa. Observa-se na Tabela 

10 que os teores proteicos das bebidas BLA5M e BLA5 foram 29,39% e 23,21% 

respectivamente. Para as bebidas BL812M o teor foi de 25,21% e para BL812 foram 

21,03%. E por fim, nas bebidas BLA5+L812M e BLA5+L812 os valores foram de 

29,92% para a primeira e 27,47% para a última.  
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Apesar dos resultados não serem estatisticamente significativos, a adição da 

polpa de macaúba elevou os teores de proteína nas bebidas em que esta fora 

adicionada.  Os teores encontrados para as bebidas fermentadas sem adição de 

polpa são semelhantes aos relatados por Martins et al (2009), que encontrou teor 

de 24,56% de proteínas em “iogurte de soja”. Nos estudos realizados por Bianchi 

(2013) e Fuchs et al. (2005), os valores proteicos encontrados para “iogurte de soja” 

foram 18,03% e 15,98% respectivamente, sendo menores que os encontrados no 

presente estudo. Em relação as bebidas adicionadas de polpa de macaúba, o 

resultado encontrado por Kooper (2009) variaram de 18,38% a 24,99% para as 

diferentes bebidas adicionadas de farinha de macaúba. Valores estes ligeiramente 

menores que os determinados no presente estudo.  

Quando comparados aos teores proteicos de bebidas fermentadas a base 

de soja adicionadas de frutas, o estudo feio por Pereira et al. (2009) encontrou 

valores de 7,81% e 7,97% para adição de polpas de abacaxi e limão 

respectivamente. Estes valores foram muito inferiores aos alcançados pelas 

bebidas fermentadas adicionada de polpa de macaúba do presente estudo.  

O teor proteico do EHS, usado em todos os estudos apresentados, é 

dependente da forma de extração. Sendo assim, diferentes metodologias de 

obtenção utilizadas resultam em EHS com diferentes teores proteicos e que, 

consequentemente, resultam em produtos fermentados com diferentes teores. 

Além disso, o uso de diferentes culturas lácteas resulta em produtos fermentados 

diferenciados uma vez que o metabolismo e as necessidades nutricionais destes 

microrganismos são diferentes. 

Os teores de lipídeos das bebidas adicionadas de polpa de macaúba BLA5M 

(14,33%) e BL812M (13,71%) foram maiores que os encontrados para as bebidas 

sem adição BLA5 (11,54%) e BL812 (12,77%). Para as bebidas BLA5+L812 

(13,49%), o teor foi maior que aquele encontrado para a bebida adicionada de 

polpa, BLA5+L812M (12,30%). Porém as diferenças observadas não foram 

significativas entre si.  

Os teores de lipídeos encontrados para as bebidas sem adição de polpa do 

presente estudo são semelhantes aos descritos por Bianchi (2013) e Martins et al. 

(2013) cujos valores foram de 10,77% e 11, 67% respectivamente. Já nos estudos 

de Fuchs et al. (2005), os teores encontrados foram inferiores (9,07%). No 
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desenvolvimento de bebida fermentada a base de EHS e soro de leite em pó, os 

teores lipídicos encontrados por Marin et al. (2014) foram de 14,61% para bebidas 

sem sabores. Neste estudo, o valor encontrado é próximo aos das bebidas 

adicionadas de polpa de macaúba, BLA5M e BL812M.  

Na literatura, não foram encontradas bebidas fermentadas à base de EHS 

com adição de polpa de macaúba, sendo o estudo realizado por Kooper (2009), 

com utilização da farinha de macaúba, o mais próximo do presente estudo. Este 

apresentou teores lipídicos superiores (17,61% a 20,63%) aos relatados no 

presente estudo. Analisando bebidas fermentados à base de extratos vegetais, 

como a quinoa adicionada de polpa de morango, os teores lipídicos encontrados 

por Bicudo et al. (2012) foram de 13,19%, também semelhante aos teores das 

bebidas fermentadas a base de EHS. Quando utilizado extrato de castanha de baru 

adicionados de diversas frutas, os valores lipídicos das bebidas foram superiores, 

alcançando teores de 27,34% (FIOVARANTE,2015).  

Os teores de cinzas variaram de 1,70% (BL812) a 2,44% (BLA5+L812M). As 

bebidas adicionadas de polpa de macaúba apresentaram os maiores valores de 

cinzas em relação as não adicionadas. Entretanto, as diferenças observadas não 

foram significativas. BL812M apresentou teores de 2,38% e BLA5M, 2,34%. As 

bebidas BLA5 e BLA5+L812 apresentaram valores de 1,80% e 2,07% 

respectivamente. Estudos precedentes, reportam teores de cinzas variando de 

0,86% a 3,24% para bebidas fermentadas a base de EHS por bactérias lácteas 

(FUCHS et al., 2005; PEREIRA et al. 2009; MARTINS et al., 2013; BIANCHI, 2013; 

MARIN et al., 2014). 

O teor de fibra alimentar total foi o componente que mais apresentou 

diferenças significativas entre as amostras. As bebidas adicionadas de polpa de 

macaúba apresentaram teores mais elevados de fibra alimentar quando 

comparadas ás mesmas versões sem adição. BLA5M foi a que apresentou maior 

teor de fibra alimentar (25,12%), seguida de BL812M (19,78%) e BLA5+L812M 

(15,35%). Dentro deste grupo, os teores foram diferentes entre si.  

No grupo de bebidas onde não foram adicionados polpa de macaúba, o 

maior teor também foi para a bebida BLA5 (15,25%). Esse teor foi 

significativamente diferente das bebidas BL812 (12,00%) e BLA5+L812 (10,40%) e 

estas não apresentaram diferenças entre si.  
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Na comparação entre os grupos (com e sem polpa da macaúba), as bebidas 

BLA5 e BLA5+L812M foram as únicas que não apresentaram diferenças entre os 

teores de fibra alimentar. 

 No presente estudo, pôde-se observar que a adição de polpa de macaúba 

elevou valores de fibra alimentar nas bebidas adicionadas. Os valores encontrados 

para as bebidas BLA5M, BL812M e BLA5+L812M foram semelhantes aos 

encontrados nas bebidas avaliadas por Kooper (2009), que quando adicionadas de 

farinha de macaúba, apresentaram teores que variaram de 19,79% a 20,92%. 

Entretanto, as bebidas fermentadas sem adição da polpa também apresentaram 

teores de fibra significativo e superiores aos teores das bebidas avaliadas por 

Pereira et al. (2009), que obteve valores de 2,73% a 2,93%.  

Os teores de fibra alimentar em bebida fermentada à base EHS são menores 

que os encontrados no grão de soja em decorrência do processo de obtenção do 

EHS. Os dados na literatura sobre o teor de fibra alimentar em bebidas fermentadas 

de soja ainda são escassos. Os valores obtidos nas bebidas fermentadas não 

adicionadas de polpa indicam que a base de fermentação (composta de EHS, 

sacarose e amido modificado) continha fibras alimentares ou oligossacarídeos de 

rafinose e estaquiose que não foram totalmente metabolizados pelas culturas 

fermentadoras ao longo do processo fermentativo. Além disso, é possível perceber 

que na bebida BLA5, onde o inoculo fermentador foi o L.acidophilus, o teor de fibra 

alimentar foi maior que nas demais. O mesmo comportamento é observado quando 

se analisa a bebida adicionada de polpa de macaúba, BLA5M fermentada pelo 

mesmo inóculo. Esteves (2011) demonstrou em seu estudo que os 

oligossacarídeos estaquiose e rafinose não foram totalmente consumidos durante 

a fermentação de EHS por cultura mista de L. acidophilus, S. thermophilus. Esses 

oligossacarídeos não são digeridos pelo trato gastrointestinal humano e agem 

como fibras insolúveis sendo fermentados pela microbiota intestinal. Nas bebidas, 

a fração insolúvel representa a maior parte da composição da fibra total presente, 

corroborando os resultados encontrados. 

Em relação ao teor de carboidratos presentes nas bebidas, observou-se que 

as bebidas adicionadas de polpa de macaúba apresentaram menores teores deste 

componente. Como este foi calculado por diferença, uma vez que as bebidas 

adicionadas de polpa de macaúba obtiveram maiores teores em relação a 
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proteínas, lipídeos, cinzas e fibras; os teores de carboidratos são reduzidos em 

comparação as bebidas sem adição.  

A composição físico química das bebidas demonstra que as bebidas 

fermentadas à base de EHS com e sem adição de polpa de macaúba podem 

fornecer proteínas, lipídeos, fibras e minerais. Os diferentes inóculos utilizados 

resultaram em bebidas com teores iguais de proteínas, lipídeos e cinzas. Já nas 

bebidas onde o L. acidophilus foi o agente fermentador, os teores de fibra alimentar 

foram mais elevados (BLA5 e BLA5M) em comparação as demais. 

Os resultados demonstram o potencial nutricional das formulações avaliadas 

e ainda permite destaque na informação nutricional complementar como fonte de 

fibras, uma vez que todas as formulações, com e sem adição de polpa de macaúba, 

atendem o requisito mínimo de 2,5 g fibras na porção (200 g). Além disso, as 

bebidas adicionadas de polpa de macaúba poderão fornecer teores de 

carotenoides complementares aos necessários a ingestão humana, uma vez que a 

fruta contém teores significativo deste composto. 

 

6.9. Análise microbiológica das bebidas fermentadas 

 

Os resultados das análises microbiológicas das bebidas fermentadas estão 

demonstrados na Tabela 12.  

 

Tabela 12 – Análise microbiológica das bebidas fermentadas 

 

Bebidas 

*Pesquisa 

Enumeração de 

coliformes totais e 

termotolerantes 

(NMP/g) 

Pesquisa de 

Salmonella sp 

(25g) 

Contagem de 

Bacillus cereus 

(Log UFC/mL) 

BLA5 < 3,0 Ausência < 1 

BL812 < 3,0 Ausência < 1 

BLA5+L812 < 3,0 Ausência < 1 

BLA5M < 3,0 Ausência < 1 

BL812M < 3,0 Ausência < 1 

BLA5+L812M < 3,0 Ausência < 1 

Fonte: o autor, 2017. * Amostras indicativas. 
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As amostras de bebidas fermentadas avaliadas atenderam aos padrões 

microbiológicos definidos pela legislação vigente para produtos à base de soja em 

todas as pesquisas realizadas. Os resultados demonstraram que o processamento 

das bebidas foi realizado dentro dos padrões higiênicos-sanitários desejáveis.   

 

6.10. Analise de pH, acidez e viabilidade celular das formulações de bebida 

fermentada a base de EHS durante armazenamento refrigerado 

 

6.10.1. Bebida fermentada sem adição de polpa de macaúba 

 

6.10.1.1. pH e acidez 

 

Os resultados do pH e acidez (% de ácido lático) estão demonstrados nas 

Tabelas 13 e 14, respectivamente, para todas as bebidas durante 28 dias de 

armazenamento a 7 ± 1°C. 

 

Tabela 13- Valores de pH das bebidas ao longo de 28 dias de armazenamento a 
7 ± 1°C. 

 Dias 

 0 7 14 21 28 

BLA5 4,52aX 4,50aX 4,50aX 4,47aX 4,47aX 

BL812 4,71aY 4,57bX 4,55bX 4,53bX 4,52bX 

BLA5+L812 4,58aX 4,57aX 4,61aX 4,57aX 4,61aX 

(a, b,) Médias seguida da mesma letra minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo Teste de 
Duncan (α<0,5). (X, Y) Médias seguidas da mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 
entre si pelo teste de Duncan (α<0,5). Fonte: o autor, 2017. 
 

Avaliando o comportamento do pH, dentro do mesmo dia (letras maiúsculas) 

para todas as bebidas analisadas, observou-se que não houve diferença 

significativa entre as bebidas BLA5 e BLA5+L812 durante todo o período de 

armazenamento avaliado. A bebida BL812 diferiu significativamente das demais no 

dia 0, apresentando maior valor de pH (4,71) nesse dia. A partir do 7° dia o valor 

de pH foi igual as demais bebidas e permaneceram constante ao longo do 

armazenamento.  
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Analisando individualmente cada bebida (letras minúsculas), observou-se 

que a bebida BL812 foi a única que apresentou diferença significativa entre o dia 0 

e os demais (7,14,21 e 28).  O pH variou de 4,71 no dia 0 para 4,52 no dia 28. Entre 

os dias 7, 14, 21 e 28, é possível observar o declínio do pH, com valores 4,57, 4,55, 

4,53 e 4,52 respectivamente. Entretanto esse declínio não foi significativo. Na 

bebida BLA5, o declínio do pH de 4,52 até 4,47 (dia 0 ao dia 28) não foi significativo. 

Já a bebida BLA5+L812 apesar da variação do comportamento do pH, não foram 

encontradas diferenças significativas entre os dias de armazenamento. O pH 

apresentou redução entre os dias 0 (4,58%) e 7 (4,57%), seguido de aumento entre 

os dias 7 (4,57%) e 14 (4,61 %). O mesmo comportamento foi encontrado para os 

dias 14 e 21 com decréscimo (4,61% e 4,57%) e 21 e 28 com aumento (4,51% a 

4,61%).   

Em processos fermentativos, o pH é utilizado como ferramenta de 

monitoramento da evolução da fermentação e também durante o armazenamento 

do produto final (OLIVEIRA et al., 2001).  O pH é responsável pelo aspecto visual 

do produto durante o armazenamento, sendo que a manutenção dos valores, 

proporciona a estabilidade do produto. Na produção de bebidas fermentadas a base 

de EHS, o pH final deverá ser abaixo de 4,6 uma vez que as proteínas se tornam 

insolúveis e atingem maior estabilidade do gel formado nesta faixa de pH.  Todas 

as bebidas fermentadas avaliadas apresentaram-se pH menor que 4,6. Entretanto, 

no estudo realizado por Riquette (2013), os valores finais para as bebidas 

fermentadas por L. acidophilus puro foram de 4,19. Nesse estudo, o pH final das 

bebidas fermentadas por L. acidophilus foi menor, apresentando queda significativa 

entre os dias iniciais e finais.  Behrens (2002) e Kooper (2009) relata valores de pH 

de 4,40 e 4,18 respectivamente no desenvolvimento de bebida fermentada a base 

de EHS utilizando L. acidophilus. Porém, em seu estudo não houve 

acompanhamento do pH ao longo do armazenamento, sendo estes valores 

referentes apenas no final do processo fermentativo. As diferenças nos processos 

em relação ao preparo inicial do inóculo, o modo de preparo das bebidas, o tempo 

de fermentação e a formulação base da fermentação podem justificar as diferenças 

encontradas, uma vez que as condições de preparo foram diferentes.  

Na associação do L. acidophilus com a cultura tradicional de iogurte, o pH 

das bebidas (BLA5+L812) apresentou valores ligeiramente mais elevados em 
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comparação com as demais e com os estudos apresentados, indicando que a 

associação do L. acidophilus + S. thermophilus + L. bulgaricus pode não ser tão 

positiva. Wang et al. (1994), demonstrou que quando a associação do L. 

acidophilus ocorre com S. thermophilus e L. bulgaricus isoladamente, os valores de 

pH final são menores, atingindo a faixa de 3,98-4,05 sugerindo que a metabolização 

do EHS é mais eficiente neste tipo de associação. Riquette (2013) também relata 

valores de pH menores (4,16 a 3,70) quando utiliza inóculos mistos de L. 

acidophilus e L. casei.  em comparação ao uso isolado do L. acidophilus.  

Quando analisamos os valores de pH para as bebidas fermentadas por 

cultura tradicional de iogurte, o pH encontrado no presente estudo é semelhante 

aos relatados por Umbelino (2001), que no desenvolvimento de “iogurte de soja” 

enriquecido com cálcio, o pH final da fermentação foi de 4,47 e inferior aos produtos 

desenvolvido por Miguel et al. (2010), que ao utilizar extrato desengordurado de 

soja e espessante obteve produtos com pH =4,68. Fuchs et al., (2005) obteve 

valores na faixa de 4,37- 4,72 ao fermentar EHS suplementado com FOS e inulina 

utilizando culturas lácteas de iogurte. As bebidas fermentadas resultantes da 

fermentação por S. thermophilus e L. bulgaricus do presente estudo apresentaram 

pH próximos e tempo de fermentação semelhante aos obtidos no processamento 

de iogurte. A definição do pH ideal é dependente das características desejadas para 

o produto e sua avaliação sensorial. 

 

Tabela 14 - Valores de acidez (% ácido lático) das bebidas ao longo de 28 dias de 
armazenamento a 7 ± 1°C. 

 Dias 

 0 7 14 21 28 

BLA5 0,30aX 0,30aX 0,32bX 0,32bX 0,33bX 

BL812 0,34aX 0,33aX 0,33aX 0,33aX 0,34aX 

BLA5+L812 0,34aX 0,34aX 0,34aX 0,34aX 0,33aX 

(a, b,) Médias seguida da mesma letra minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo Teste de 
Duncan (α<0,5). (X, Y) Médias seguidas da mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 
entre si pelo teste de Duncan (α<0,5). Fonte: o autor, 2017. 

 

A avaliação da acidez em cada uma das bebidas, demonstrou que apenas 

BLA5 apresentou diferenças significativas entre os dias de armazenamento. No 

período de 0 a 7 dias, a acidez se manteve constante. A partir do 14° dia, observou-
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se um aumento da acidez em relação ao período anterior que, a partir daí se 

manteve constante até o período final da avaliação (dia 28). As bebidas BL812 e 

BLA5+L812 não apresentaram diferenças significativa entre os dias, sendo 

observado pequena alteração no valor de acidez para BL812 e acidez constante ao 

longo dos 28 dias para BLA5+L812. Quando avaliamos os valores de acidez entre 

as bebidas dentro do mesmo dia, não foram observadas diferenças significativas 

entre elas ao longo dos 28 dias de armazenamento. 

Nas bebidas avaliadas, observou se que a acidez dos produtos aumentou 

em decorrência da redução do pH indicando a produção de ácido lático pelos 

inóculos. Os teores de acidez para as bebidas avaliadas foram semelhantes, 

indicando que ambos os inóculos utilizados, LA-5 e YF-L812, são capazes de 

fermentarem o EHS, porém em velocidades diferentes. 

Nas bebidas BLA5 e BLA5+L812, os valores de acidez determinados durante 

o armazenamento foram superiores aos relatados por Bernal-Mondrágon (2004), 

que alcançou valores de 0,11% no mesmo tempo de fermentação do presente 

estudo ao utilizar inóculo de L. acidophilus puro. Porém não foram realizadas 

análises ao longo do armazenamento refrigerado. Em comparação ao estudo 

realizado por Riquette (2013) os valores de acidez foram semelhantes. A acidez 

determinada na fermentação do EHS por L. acidophilus nesse estudo foi de 0,37%. 

O mesmo comportamento foi observado quando utilizou-se a mistura de L. 

acidophilus + L.casei. 

Quando foi avaliado as bebidas fermentadas pela cultura do iogurte, 

observa-se que os valores de acidez ao longo do período avaliado são semelhantes 

aos relatados por Fuchs et al (2005) e inferiores aos relatados por Esteves (2011) 

que alcançaram valores de 0,36% e 0,83%.  

 

6.10.1.2. Viabilidade celular das culturas lácteas utilizadas 

 

A Tabela 15 apresenta os resultados da contagem de células viáveis (log 

UFC/mL) nas bebidas durante 28 dias de armazenamento a 7 ± 1°C. 
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Tabela 15- Valores da viabilidade celular (log UFC/mL) das bebidas ao 
longo de 28 dias de armazenamento a 7 ± 1°C. 

 Dias 

 0 7 14 21 28 

BLA5 7,18aX 6,11bX 5,53bX 4,43cX 4,18cX 

BL812 6,94aX 6,98aY 7,29aY 7,24aY 6,27bY 

*BLA5+L812 6,78aX 5,69bX 5,45bX 5,01bX 3,58cX 

(a, b, c) Médias seguida da mesma letra minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo Teste 
de Duncan (α<0,5). (X, Y) Médias seguidas da mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 
entre si pelo teste de Duncan (α<0,5). Fonte: o autor, 2017. * Contagem de células viáveis de 
L.acidophilus 
 

A viabilidade celular do inóculo YF-L812 utilizado na bebida BL812 

permaneceu constante, com valores próximos a 7 log UFC/mL até o 21°dia de 

armazenamento refrigerado. No dia 28, ocorreu redução significativa de um ciclo 

log no número de células viáveis, alcançando valores de 6,27 log UFC/mL. Apesar 

da redução no último dia avaliado, a contagem de células viáveis atende o requisito 

definido para leite fermentado da IN 46 de 23/10/2007. A bebida BL812 não pode 

ser denominada como leite fermentado, mas como não existe definições oficiais 

para este tipo de produto, adotou-se este parâmetro. 

A viabilidade celular do L.acidophillus , quando usado sozinho (BLA5) ou em 

associação com a cultura de iogurte (BLA5+L812) sofreu declínio ao longo do 

armazenamento. Para a bebida BLA5, observou-se que no dia 0, a contagem de 

células viáveis foram 7,18 log UFC/mL. No dia 7, a contagem sofreu redução de um 

ciclo log, alcançando valores de 6,11 log UFC/mL. No dia 14, apesar da contagem 

ser um ciclo log inferior ao dia 7, estatisticamente “não houve diferença”. No 21° 

dia, a viabilidade reduziu em mais um ciclo log, alcançando valores de 4,43 log 

UFC/mL e a partir daí se manteve constante até o final do período armazenado (28 

dias). Os resultados demonstram declínio de três ciclos log na viabilidade celular 

da cepa de L. acidophilus quando este foi usado para fermentar o produto. Na 

bebida BLA5+L812, foram observados o declínio de três ciclos log na viabilidade 

de L acidophilus. Entretanto, o comportamento deste declínio foi diferente da bebida 

BLA5. Quando utilizado juntamente com inoculo de YF-L812, a velocidade de 

redução decimal do L. acidophilus foi menor. No início da avaliação (dia 0), a 

contagem inicial foi menor em comparação a BLA5, apresentando valores de 6,78 
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log UFC/mL. No dia 7, ocorreu a primeira redução decimal na viabilidade (5, 69 log 

UFC/mL) e esta permaneceu constante nos dias 14 (5,45 log UFC/mL) e 21 (5,01 

log UFC/mL). No último dia avaliado (28°), a viabilidade apresentou duas reduções 

decimais atingindo valores de 3,58 log UFC/mL.  

O comportamento da viabilidade celular dentro do mesmo dia, para as três 

bebidas avaliadas, foi diferente nos dias 7, 14, 21 e 28 para a bebida BL812. O 

resultado era esperado uma vez que o inóculo de YF-L812 apresentou maior 

viabilidade ao longo do armazenamento quando comprado ao inóculo de La-5. 

Os resultados demonstram que a cultura tradicional do iogurte apresentou 

alta viabilidade celular ao longo do período de armazenamento avaliado. O mesmo 

foi relatado por Esteves (2011), Kooper (2009) e Umbelino (2001), que verificaram 

a manutenção da viabilidade celular nos produtos desenvolvidos utilizando culturas 

tradicionais de iogurte.  

Nas bebidas fermentadas por L. acidophilus ou da associação deste com 

cultura tradicional de iogurte, os resultados demonstraram que a cultura perdeu 

viabilidade ao longo do armazenamento. Este resultado diverge dos estudos 

descritos por Barbosa (2007), Bernal-Mondragon (2009), Kooper, (2009) que 

descrevem valores acima de 9 log UFC/mL após 28 dias de armazenamento para 

bebidas fermentadas por inóculos puros de L. acidophilus. Riquette (2013) relata 

dados semelhantes ao presente estudo em relação ao comportamento do L 

acidophilus ao longo do armazenamento. Ao analisar a contagem de células viáveis 

nas bebidas avaliadas, os valores finais foram de 5 log UFC/mL. Quando ocorreu 

a associação do L. acidophilus com outra cultura probiótica (L. casei) a viabilidade 

manteve-se elevada e constante, indicando que a associação entre essas duas 

espécies foi positiva.  

Desta forma, o resultado indica que as bebidas desenvolvidas com uso do 

L. acidophilus apresentou potencial probiótico apenas até o 7° dia para a BLA5 e 

apenas no 1° dia para a BLA5+L812, em relação a consideração da viabilidade 

mínima de 8 log UFC/mL na porção (180 g) (FALEIRO,2015). 

 

6.10.2. Bebida fermentada com adição de polpa de macaúba 
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6.10.2.1. pH e acidez 

 

As Tabela 16 e 17 apresenta, respectivamente os resultados do pH e acidez 

(% de ácido lático) das bebidas durante 28 dias de armazenamento a temperatura 

de 7 ± 1°C. 

 

Tabela 16- Valores de pH das bebidas ao longo de 28 dias de armazenamento a 
7 ± 1°C. 

 Dias 

 0 7 14 21 28 

BLA5M 4,63aX 4,57bX 4,51cX 4,49cX 4,52bcX 

BL812M 4,71aX 4,57bX 4,55bX 4,53bX 4,52bX 

BLA+L812M 4,58aX 4,57aX 4,61aX 4,57aX 4,61aX 

(a, b, c) Médias seguida da mesma letra minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo Teste 
de Duncan (α<0,5). (X, Y) Médias seguidas da mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 
entre si pelo teste de Duncan (α<0,5). Fonte: o autor, 2017. * Contagem de células viáveis de 
L.acidophilus 
 

Nas bebidas adicionadas de polpa de macaúba, os valores de pH, quando 

avaliados dentro do mesmo não apresentaram diferença significativa entre as 

bebidas durante todo o período de armazenamento.  

Quando avaliado individualmente para cada uma das bebidas, o pH da 

bebida BLA5+L812M foi o único que não apresentou diferença significativa entre 

os dias de armazenamento apresentando valores constantes ao longo dos 28 dias 

avaliados (4,57-4,61). 

  Na bebida BL812M, observou-se um declínio do pH a partir do 7° dia de 

armazenamento. Incialmente, o pH foi de 4,71 no dia 0 passando para 4,57 no dia 

7 e permanecendo na faixa de 4,57-4,52 nos dias 14, 21 e 28. O pH no dia 0 foi 

significativamente maior que os valores observados nos dias subsequentes. Essa 

diferença indica que o processo fermentativo no dia 0 estava incompleto e que foi 

finalizado durante o armazenamento. Como as análises foram realizadas 

semanalmente, não foi possível afirmar precisamente em qual dia (entre 0 e 7) a 

fermentação foi estabilizada, sendo observada redução e estabilização do pH 

apenas a partir do 7° dia.  
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A bebida BLA5M apresentou valores de pH significativamente diferentes ao 

longo dos 28 dias de armazenamento. No dia 0, o pH se encontrava em 4,63. No 

dia 7, observou-se redução significativa no pH, que alcançou valores de 4,57. A 

redução ainda foi observada no dia 14 (pH= 4,51) e este se manteve constante até 

o final da avaliação com valores de 4,49 e 4,52 para os dias 21 e 28 

respectivamente. Ainda foi possível observar que o pH final, no dia 28, sofreu 

elevação sendo igual ao pH determinado no dia 7.  

 

Tabela 17- Valores de acidez (% ácido lático) das bebidas ao longo de 28 dias de 
armazenamento a 7 ± 1°C. 

 Dias 

 0 7 14 21 28 

BLA5M 0,28aX 0,30bX 0,32bcX 0,33cdX 0,34dX 

BL812M 0,27aX 0,31bX 0,31bX 0,32bcX 0,33cX 

BLA+L812M 0,34aX 0,34aX 0,34aX 0,34aX 0,34aX 

(a, b, c) Médias seguida da mesma letra minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo Teste 
de Duncan (α<0,5). (X, Y) Médias seguidas da mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 
entre si pelo teste de Duncan (α<0,5). Fonte: o autor, 2017. * Contagem de células viáveis de 
L.acidophilus 

   

Assim como na avaliação do pH, a acidez não apresentou diferença 

significativa entre as bebidas dentro do mesmo dia, durante todo o período de 

armazenamento. 

Quando foi avaliado o comportamento da acidez individualmente para cada 

uma das bebidas, observamos que a bebida BLA5+L812M manteve os teores de 

acidez constantes ao longo dos 28 dias, sem diferenças significativas entre si (0,34 

%). 

A bebida BL812M apresentou aumento de acidez expressos em % ácido 

lático entre os dias 0 e 28. No primeiro dia, a acidez era de 0,27% e observou-se 

aumento dos teores no dia 7 (0,31%) e no dia 28 (0,33%). A acidez foi idêntica e 

constante entre os dias 7 (0,31%), 14 (0,31%) e 21 (0,32%). O mesmo 

comportamento foi observado entre os dias 21 (0,32%) e 28 (0,33 %). 

Na bebida BLA5M, a acidez também aumentou ao longo do armazenamento 

refrigerado. O dia 0 foi o que apresentou menor teor de acidez (0,28%). O dia 7 e 

14 apresentaram teores significativamente iguais sendo 0,30% e 0,32% 
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respectivamente para cada um. O teor de acidez do dia 14 (0,32%) foi igual ao dia 

21 (0,33%) e este, ao dia 28 (0,34%). Houve diferenças entre os valores de acidez 

observadas entre os dias 7 e 21 e entre os dias 14 e 28.  

O comportamento dos parâmetros de pH e acidez foram semelhantes aos 

relatados no item 6.10.1.1. A adição da polpa de macaúba não exerceu influência 

no comportamento destes atributos de maneira significativa, apesar de terem sido 

observadas pequenas variações nos valores. Essas pequenas diferenças podem 

ser associadas a reações bioquímicas ocorridas nas bebidas ao longo do 

armazenamento decorrente da interação com a polpa de fruta que foi utilizada de 

forma ‘in natura” apenas com inbição do escurecimento enzimático observado. 

Entretanto, o estudo desta interação entre os componentes não foi abordado no 

presente trabalho.  

 

6.10.2.2. Viabilidade celular das culturas utilizadas 

 

A Tabela 18 apresenta os resultados da contagem de células viáveis (log 

UFC/mL) nas bebidas durante 28 dias de armazenamento a 7 ± 1°C. 

 

Tabela 18- Valores da viabilidade celular (log UFC/mL) das bebidas ao longo de 
28 dias de armazenamento a 7 ± 1°C. 

 Dias 

 0 7 14 21 28 

BLA5M 6,10aX 5,20bX 4,50cX 4,56cX 4,12cX 

BL812M 7,59aY 7,62aY 7,18aY 7,77aY 7,77aY 

*BLA+L812M 6,13aX 5,42bX 4,56cX 3,65dX 3,16dX 

(a, b, c) Médias seguida da mesma letra minúscula na mesma linha não diferem entre si pelo Teste 
de Duncan (α<0,5). (X, Y) Médias seguidas da mesma letra maiúscula na mesma coluna não diferem 
entre si pelo teste de Duncan (α<0,5). Fonte: o autor, 2017. * Contagem de células viáveis de 
L.acidophilus 
 

 

A viabilidade do L. acidophilus nas bebidas BLA5M e BLA5+L812M 

apresentaram declínio ao longo do armazenamento refrigerado, com diferenças 

significativas entre os dias. No dia 0, as duas bebidas apresentaram contagens de 

6,10 log UFC/mL e 6,13 log UFC/mL para BLA5M e BLA5+L812M respectivamente. 
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No 7° dia, ocorreu redução de um ciclo log em ambas e no 14° dia, as duas bebidas 

já apresentavam contagens de 4,50(BLA5M) e 4,56 (BLA5+L812M) log UFC/mL. A 

partir deste dia, podemos observar que o o comportamento da viabilidade 

apresentou diferença entre as bebidas. Na BLA5M, o L acidophilus se manteve 

constante até o 28 dia, apresentando contagem final de 4,12 log UFC/mL.  

Já na bebida BLA5+L812M, ocorreu mais uma redução de um ciclo log no 

dia 21 e a concentração celular se manteve constante até o 28° dia da estocagem. 

Os resultados nos permitem inferir que a resistência do L. acidophilus foi maior 

quando este era o agente fermentador utilizado (BLA5M) apesar de ambas as 

bebidas apresentarem declínio na viabilidade celular. A legislação brasileira para 

alimentos com alegação de propriedade funcionais em termos de probióticos, não 

define número mínimo viável para o probiótico utilizado. Entretanto, diversos 

estudos apontam como ideal a manutenção de no mínimo 6 log UFC/mL 

(VINDEROLA e REINHEIMER, 2000) ou 8 log UFC/na porção de células viáveis 

(FALEIRO, 2015). Por este ponto de vista, as bebidas contendo L. acidophilus 

apenas apresentariam propriedades funcionais apenas no 1° dia de estocagem, 

que foi o limite para manutenção da viabilidade mínima de 8 log UFC, considerando 

a porção de 200mL.  

Para as bebidas fermentadas com cultura tradicional de iogurte, observou-

se que as células se manteram viáveis durante todo o período de estocagem 

avaliado, sem sofrer redução na contagem inicial. A BL812M apresentou contagens 

superiores a 7 log UFC/mL e apesar de não poder ser classificada como “iogurte” 

ou “leite fermentado”, atende aos mesmos requisitos definidos para estes produtos 

de acordo com a IN 46 de 23/11/2007.  

O comportamento da viabilidade celular entre as diferentes bebidas dentro 

do mesmo dia, observou-se que a bebida BL812M apresentou contagem superior 

as bebidas BLA5M e BLA5+L812M sendo significativamente diferente. Esse 

resultado era esperado, pois a manutenção celular da cultura YF-L812 foi superior 

à do inóculo de LA-5 ao longo do armazenamento nas bebidas fermentadas. 

Sendo assim, a adição de polpa de macaúba não influenciou a viabilidade 

nas bebidas fermentadas pela cultura tradicional de iogurte. Esse aspecto não foi 

observado nas BLA5M e BLA5+L812M, onde foram observados redução da 

viabilidade celular.  
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6.11. Considerações finais sobre vida de prateleira e monitoramento dos 

atributos avaliados nas bebidas fermentadas a base de EHS. 

 

 A avaliação da vida de prateleira permite conhecer e avaliar as caracteristicas 

intrínsecas e extrinsicas do produto assim como as condições de boas práticas 

adotadas durante seu processamento. Esses fatores influenciam a vida útil dos 

produtos, provocando alterações sensoriais, físicas e microbiológicas. O leite 

fermentado de soja é um produto que quando pH se encontra muito baixo e a acidez 

elevada, pode ocorrer desestabilidade da estrutura protéica e coagulação, visto que 

as proteínas do leite de soja apresentam ponto isoelétrico em pH próximos a 5,8 

(BERNAL-MONDRAGÓN, 2004). Produtos com alta acidez podem apresentar 

alterações sensoriais no sabor, desenvolvendo gosto amargo. Além disso, por ser 

um produto com alta atividade de água e alto teor proteína, a perecebilidade é 

maior, necessitando de armazenamento refrigerado pós processamento para 

manutenção da estabilidade microbiológica e bioquímica (SVASILJEVIC & SHAH, 

2008; KOMATSU et al., 2008). Na maioria dos trabalhos envolvendo a 

determinação da vida de prateleira em produtos fermentados a base de soja e 

também de base láctea, o tempo avaliado é de 28 dias, que corresponde ao período 

mínimo economicamente viável para comercialição desse tipo de produto. O 

monitoramento do pH, acidez total, sinérese e viabilidade celular das culturas 

fermentadoras são as proncipais analises realizadas, sendo obrigatória a 

manutenção de padrão mínimo de viabilidade celular em produtos probióticos e em 

alguns produtos fermentados. O acompanhamento microbiológico para controle 

higiênico sanitário ao longo da vida de prateleira não é prática comum, uma vez 

que o baixo pH e os teores de acidez desenvolvidos são sufucientes para manter a 

estabilidade dos produtos frente aos contaminantes que possam estar presentes 

(BERNAL- MONDRAGÓN, 2004; HAULY et al., 2005; EVANGELISTA, 2011).   

Em produtos fermentados, o pH poderá apresentar variações durante o 

armazenamento devido a atividade metabólica das culturas utilizadas no processo. 

No presente estudo, as bactérias lácteas usadas, apresentaram baixa atividade pós 

processamento.  
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A acidez dos produtos fermentados torna-os relativamente mais estáveis por 

inibir o crescimento de bactérias contaminantes, principalmente as Gram negativas. 

Na fermentação lática, o ácido lático é o principal produto formado, sendo 

responsável pelo declínio do pH e aumento da acidez nos produtos. Em produtos 

fermentados a base de EHS, a acidez é responsável por melhorar a característica 

sensorial do produto, mascarando os sabores desagradáveis advindos dessa fonte 

vegetal (HOU et al., 2000; MORAES et al., 2006). 

A tabela 19 apresenta o resumo comparativo das bebidas adicionadas e não 

adicionadas de polpa de macaúba em relação aos atributos avaliados. 

Tabela 19- Comparativo entre as bebidas em relação aos atributos avaliados 

Valores médios. * Contagem referente a L. acidophilus. Fonte: o autor, 2017 

6.11.1. Bebidas fermentadas por L. acidophilus 

 

Em termos gerais, ao se comparar os valores iniciais e finais de pH e acidez 

das bebidas BLA5 e BLA5M, podemos observar que nas bebidas adicionadas de 

polpa de macaúba (BLA5M), os valores de pH foram maiores no início (4,63) e no 

final (4,52) do armazenamento em comparação aos valores das bebidas não 

adicionadas de polpa (BLA5) que apresentaram valores de 4,52 e 4,47 para o pH 

inicial e final, respectivamente. Em relação a acidez, o teor inicial foi menor (0,28 

%) na bebida adicionada de macaúba (BLA5M) e os valores finais foram 

semelhantes (0,33% para BLA5 e 0,34% para BLA5M) em ambas. Os valores de 

pH e acidez normalmente podem ser inversamente correlacionados. Entretanto, no 

Bebida 
pH 

Acidez (% ácido 
lático) 

Viabilidade (log 
UFC/mL) 

Inicial Final Inicial Final Inicial Final 

BLA5 4,52 4,47 0,30 0,33 7,18 4,18 

BLA5M 4,63 4,52 0,28 0,34 6,10 4,12 

BL812 4,71 4,52 0,33 0,34 6,94 6,27 

BL812M 4,71 4,52 0,27 0,33 7,59 7,77 

BLA5+L812 4,58 4,61 0,34 0,34 *6,78 *3,58 

BLA5+L812M 4,58 4,61 0,34 0,34 *6,13 *3,16 
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presente estudo, observou-se que na bebida fermentada a base de EHS adicionada 

de polpa de macaúba (BLA5M), o valor de pH foi maior quando a acidez também 

aumentou. Esse comportamento pode ser decorrente de interação dos compostos 

da polpa com os ácidos produzidos, neutralizando ou aumentando o poder 

tamponante do meio.  Entretanto, esta investigação não foi abordada no 

desenvolvimento deste estudo. Em relação a viabilidade, apenas no início do 

armazenamento as contagens foram menores nas bebidas adicionadas de polpa 

de macaúba (BLA5M). No final, ambas as bebidas apresentaram queda na 

contagem de células viáveis na mesma proporção. Os parâmetros avaliados 

demonstram que o comportamento característico de pós acidificação não ocorreu 

nas bebidas fermentadas exclusivamente por L. acidophilus durante o 

armazenamento podendo ser associado a morte celular. Nos estudos relatados por 

Oliveira et al., (2002), Kooper (2009), Evangelista (2011) e Barbosa (2007) foram 

observados redução no número de células viáveis ao longo do armazenamento 

refrigerado. Entretanto, em todos estes, as contagens de células viáveis 

permanceram acima de 6 log UFC/mL. Apenas no estudo de Riquette (2013), as 

contagens apresentaram-se abaixo de 5 log UFC/mL. 

 

6.11.2. Bebidas fermentadas por YF-L812 

 

Nas bebidas fermentadas pelo inóculo de YF-L812, os valores de pH foram 

idênticos nas duas bebidas (BL812 e BL812M) não sofrendo mudanças decorrente 

da adição da polpa de macaúba. Em relação a acidez, observou-se um valor menor 

para a bebida adicionada de polpa de macaúba (0,27%) no início do 

armazenamento. No final, os teores foram semelhantes, sendo 0,33% para BL812 

e 0,34% para BL812M. Na análise de viabilidade, observou-se que nas bebidas 

adicionadas de polpa de macaúba (BL812M), a contagem foi 1 ciclo log maior no 

início e no final do período de armazenamento quando comparada a bebida sem 

adição (BL812). Porém ambas as bebidas apresentaram contagens superiores a 6 

log UFC/mL demonstrando a resitência e adaptação dessa cultura em base não 

láctea. A pós acidificação não foi observada durante o armazenamento refrigerado 

e isso pode esta associado a característica desta cultura comercial que é 

classificada como muito baixa pós acidificação. 
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6.11.3. Bebidas fermentadas por YF-L812 + L. acidophilus 

 

Nesta formulação, o agente fermentador principal foi o inóculo de YF-L812, 

que atuou como cultura iniciadora do processo fermentativo. Ao analisar os 

parâmetros de pH e acidez, observou-se que estes foram constantes nas duas 

bebidas (BLA5+L812 e BLA5+L812M) no início e no final do período de 

armazenamento. Nesta formulação, a adição de polpa de macaúba não exerceu 

influência sobre nenhum nos parâmetros avaliados. Quando se analisa a 

viabilidade celular, equivalente a contagem apenas de L. acidophilus, o 

comportamento de ambas as bebidas foi semelhante, apresentando valores iniciais 

e finais praticamente idênticos. O uso de L. acidophilus em associação com cultura 

de iogurte apresentou os mesmos resultados em relação ao comportamente e 

viabilidade celular durante o armazenamento refrigerado descrito no item 6.11.1, 

mostrando-se não ideal para desenvolvimento de produtos probióticos nestas 

condições de processo. 
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7. CONCLUSÃO 

 

A polpa de macaúba, tem grande potencial nutricional visto que apresenta, 

apresenta teores significativos de fibra alimentar, lipídeos e proteínas. Sendo 

assim, pode auxiliar no enriquecimento nutricional das preparações alimentares, 

fornecendo além dos nutrientes essenciais, carotenoides com potencial pró 

vitamínico A, enriquecendo ainda mais as preparações alimentares ou aplicações 

industriais. 

Em relação as culturas lácteas, conclui-se que cultura tradicional do iogurte, 

composta por S. thermophilus e L. bulgaricus, e a cultura probiótica de L. 

acidophilus são capazes de crescerem em extrato hidrossolúvel de soja 

desenvolvendo acidez e alcançando valores de pH desejáveis no desenvolvimento 

de produtos fermentados a base de EHS, apesar do tempo de fermentação ser 

mais elevado quando se utiliza L. acidophilus. 

As bebidas fermentadas a base de EHS desenvolvidas com polpa de 

macaúba teve influência positiva nos teores de fibra alimentar de todas as bebidas 

adicionadas. Desta maneira, as bebidas desenvolvidas fornecem fibras alimentares 

e podem ser caracterizadas como fontes de fibras por atenderem aos requisitos 

legais definidos na legislação vigente 

Em relação aos parâmetros avaliados durante o armazenamento refrigerado 

à 7 ± 1°C das bebidas, a viabilidade celular de L acidophilus apresentou redução 

ao longo do armazenamento enquanto a viabilidade da cultura tradicional de iogurte 

permaneceu viáveis durante 28 dias. Desta forma, a utilização da cultura do iogurte 

mostrou-se satisfatória e tecnologicamente viável. 

A alegação de propriedade funcional e de saúde das bebidas contendo 

probióticos em relação aos padrões definidos na porção, só foi comprovada até o 

7° dia para BLA+L812, e apenas no 1° dia para BLA5, BLA5M e BLA5+L812M. 

Sendo assim, nenhuma das bebidas demonstra potencial para aplicação deste 

probiótico no desenvolvimento deste produto nas condições avaliadas. 

Os parâmetros de pH e acidez necessitam serem avaliados sensorialmente 

de modo a definir os teores ideais a serem mantidos no desenvolvimento das 

formulações assim como na aceitação da adição da polpa de macaúba. 
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Faz-se necessário maiores estudos e desenvolvimento de novas formas de 

aplicação do L. acidophilus de forma a garantir sua viabilidade e consequentemente 

o efeito probiótico desejado.  
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9. ANEXOS 

 

Anexo 1- Curva padrão de β-caroteno 

Fonte: o autor, 2017 

 

 

Anexo 2- Curva Padrão de Ácido Gálico 

Fonte: o autor, 2017 
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Anexo 3- Curva Padrão de DPPH 

Fonte: o autor, 2017 

 

 

 

Anexo 4- Curva Padrão de Trolox 

Fonte: o autor, 2017 
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Anexo 5- Curva Padrão de Sulfato Ferroso 

Fonte: o autor, 2017 
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