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RESUMO

A soja e seus derivados vém apresentando grande relevancia no mercado, pois o
grao € considerado fonte de diversos nutrientes e, ainda, compostos responsaveis
por proporcionar beneficios a saude. Entretanto, possuem baixa aceitagao devido ao
aroma e sabor considerados desagradaveis. A fim de superar essas limitagdes, a
fermentacdo tem sido utilizada no desenvolvimento de alimentos derivados da soja,
pois produzem substancias que mascaram o sabor destes produtos, melhorando sua
aceitacdo. O extrato hidrossoluvel de soja (EHS) vem sendo bastante empregado
como matéria prima para a producdo de bebidas fermentadas por se tratar de um
alimento rico em nutrientes que estimulam o crescimento de micro-organismos.
Assim, o desenvolvimento de bebidas fermentadas utilizando EHS, com culturas
probidticas e acrescidas de prebidticos, torna-se opcado interessante para
consumidores que buscam alimentos saudaveis e nutritivos. Este trabalho objetivou
desenvolver bebidas fermentadas a base de EHS, utilizando-se duas linhagens
probioticas para a fermentagdo (L.casei e L.acidophilus) acrescidas de mel de
abelha nas concentracdes de 3 e 5% m/v. Foram realizados testes com a adi¢cao de
mel ao EHS antes da fermentagcdo com o objetivo de verificar se 0 mesmo exercia
efeito prebidtico aos micro-organismos. Outros testes foram realizados adicionando-
se 0 mel apos a fermentagcdo do EHS com o intuito de proporcionar um sabor mais
agradavel nas bebidas e de verificar se 0 mesmo contribuia para a manutencéo da
viabilidade das linhagens probiéticas durante a vida de prateleira. As fermentagdes
foram acompanhadas pela medida do pH e acidez total expressa em acido latico e
foi determinada também a contagem de células viaveis no final da fermentagdo. A
adicdo de 3 e 5% de mel ao EHS ocasionou reducédo no tempo de fermentacao para
todos os micro-organismos testados, sendo a redugdo de aproximadamente 60% no
tempo de fermentacado nas bebidas obtidas com o L. casei com a adigao de 3 ou 5%
de mel de abelha. As bebidas adicionadas de mel e seus respectivos controles
foram analisadas sensorialmente sendo que as mais aceitas foram as adicionadas
de 5% de mel. O estudo da vida de prateleira foi feito com as bebidas mais aceitas
na analise sensorial e com a bebida controle (sem adigdo de mel). Estas bebidas
foram mantidas a 4° C durante 28 dias e foram determinados a acidez total, o pH e

contagem de células viaveis no 1°, 7°, 14° e 28° dia. As linhagens de L.casei e a
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cultura mista de L.casei e L.acidophilus permaneceram viaveis nas bebidas durante
os 28 dias de armazenamento, com contagens maiores do que os valores minimos
exigidos pela legislagao brasileira para serem consideradas probiéticas. A linhagem
de L.acidophilus permaneceu viavel até o 21° dia de armazenamento na bebida
adicionada de 5% de mel e até o 7° dia na bebida sem adicdo de mel, com
contagens de células superiores 6 log UFC/mL. Considerando os resultados conclui-
se que as bebidas fermentadas com a cultura mista de L.acidophilus e L.casei
adicionadas de 5% apds a fermentagdo foram as que apresentaram as melhores
caracteristicas sensoriais e também mantiveram a contagem de células viaveis

maior que o valor exigido pela legislagao brasileira para ser considerada probio6tica.

Palavras-chave: soja; extrato hidrossoluvel de soja; probioticos; prebidticos; mel de
abelha; bebidas fermentadas.



ABSTRACT

Soy and its derivatives have shown great relevance in the market, because the grain
is considered a source of many nutrients and also compounds responsible for
providing health benefits. However, they have low acceptance due to the aroma and
taste considered disagreeable. To overcome these limitations, the fermentation has
been used in the development of soy foods, they produce substances that mask the
taste of these products, improving their acceptance. The water extract of soybean
(EHS) has been widely used as raw material for the production of fermented milk
because it is a food rich in nutrients that stimulate the growth of micro-organisms.
Thus, the development of fermented beverages using EHS with probiotic cultures
and prebiotic plus, it becomes interesting option for consumers looking for healthy
and nutritious food. This study aimed to develop fermented beverages based EHS,
using two probiotic strains for fermentation (L.casei and L. acidophilus) plus honey at
concentrations of 3 and 5% w/v. Tests were performed by adding honey before
fermentation in order to act as a possible prebiotic to probiotic micro-organisms and
after the fermentation process in order to provide a more pleasant taste in beverages
and a possible maintenance of counts of probiotic strains during shelf life. After
preparation of the drinks were also studied: fermentation kinetics beverages by
measuring the pH and acidity in lactic acid, the viability of probiotic strains after
preparation thereof; acceptance and purchase intent drinks tasters, and life shelf of
sensorially acceptable which were more for 28 days under refrigeration by
determining the viability of the probiotic micro-organisms and measurement of pH
and acidity. It was found that the mixture of strains was the best inoculum for the
development of drinks, since the fermentation process conducted quickly; showed
good cell growth with sufficient counts for probiotic drinks are considered according
to the legislation and, furthermore, their drinks kept the viable counts during the 28
days of storage at 4 ° C. It was also found that the addition of honey at a
concentration of 5% better results than the concentration of 3% as reduced
fermentation time optimizing fermentation process in all drinks, independent of the
strain used; drinks added 5 % honey showed the lowest rejection rate in sensory
analysis, and, finally, the drinks added 5% honey and fermented by the mixture of

cultures and the L.casei, were the ones that showed non-significant decrease of the



count probiotic microorganisms during the storage period, indicating that the honey
this concentration may have affected the maintenance count the initial level of these
crops. Thus, it is concluded that the fermented beverage by mixing the added strains
of 5% honey after fermentation was chosen as the one that achieved the goal of this

study.

Keywords: soybean; soybean water extract; probiotics; prebiotics; honey; fermented

beverages.
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1. INTRODUCAO

A preocupagdo com relagdo a alimentagcdo vem aumentando muito nas
ultimas décadas. A nutricdo continua desempenhando o seu papel de fornecer
nutrientes através dos alimentos, mas o conceito de alimentos funcionais faz com
que essa ciéncia se associe a medicina e ganhe dimens&o extra no século XXI
(SALGADO, 2001). Estes s&o definidos, de acordo com a European Comission
Concerted Action on Functional Food Science in Europe (1999), como “alimentos
para o0s quais pode ser satisfatoriamente demonstrado que eles afetam
beneficamente uma ou mais fungbes do organismo, além de garantirem efeitos
nutricionais adequados, conduzindo a uma melhoria do estado geral de saude e bem
estar e/ou a uma reducéo do risco de doencas”.

Ja de acordo com Gomes (2009), os alimentos funcionais sdo definidos
como alimentos semelhantes em aparéncia ao alimento convencional, consumidos
como parte da dieta usual, capazes de produzir efeitos metabdlicos ou fisiologicos
uteis na manutengao de uma boa saude fisica e mental, podendo auxiliar na reducgao
do risco de doengas cronico degenerativas, além de manter suas fungdes
nutricionais basicas. Porém, deve-se salientar que esses alimentos possuem efeito
na promogao da saude, ndo na cura de doengas (SANDERS, 1998).

N&o ha definicdo de alimentos funcionais pela legislacdo brasileira. Ela
define a alegagao de propriedade funcional e a alegagédo de propriedade de saude,
ambas descritas no “Regulamento técnico que estabelece as diretrizes basicas para
analise e comprovacédo de propriedades funcionais e/ou de saude alegadas nos
rotulos dos alimentos” (ANVISA, 1999a). Dentre os potentes alimentos funcionais,
destacam-se a soja, os probidticos e os prebioticos.

A soja e seus derivados vém apresentando grande relevancia no
mercado, pois o grao € considerado fonte de proteinas, minerais, vitaminas do
complexo B, fibras e isoflavonas, grupo de compostos fendlicos responsaveis por
proporcionar beneficios a saude (SILVA et al.,, 2009). Além disso, principalmente
devido a quantidade e qualidade de sua proteina, a soja € considerada, dentre os
vegetais, o melhor alimento substituto dos produtos de origem animal (DE ANGELIS,
1999).
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Apesar dos beneficios atribuidos ao consumo do grdo de soja, este
possui baixa aceitagdo entre os brasileiros, devido principalmente ao aroma e ao
sabor considerados desagradaveis. Enzimas lipoxigenases presentes nos graos
atuam sobre acidos graxos poliinsaturados contidos na leguminosa, conferindo a
soja e seus derivados sabor semelhante a rango, causando rejeigao pelos
consumidores (BEHRENS & SILVA, 2004). Outro fator que contribui para o baixo
consumo da soja s&o os oligossacarideos encontrados na leguminosa e seus
derivados, responsaveis por desconfortos abdominais e flatuléncia. Entretanto,
esses efeitos anti nutricionais podem ser reduzidos submetendo o gréo a processos
fermentativos, apresentando em seus produtos finais redugcéo dos oligossacarideos
em agucares simples (CRUZ et al., 2009; MARAZZA et al., 2009; ROSA et al., 2009).

A fermentagdo tem sido muito utilizada no desenvolvimento de produtos
derivados da soja a fim de superar limitagbes como odores e sabores
desagradaveis. Para isso, o extrato hidrossoluvel de soja — EHS - esta sendo
extensivamente empregado como meio de crescimento de bactérias laticas e
culturas probioticas, na producdo de queijos e leites fermentados, por se tratar de
um alimento rico em nutrientes que estimulam o crescimento de tais micro-
organismos. Segundo Shimakawa et al. (2003), o EHS & um excelente veiculo para
bifidobactérias, ja que sua proteina protege os micro-organismos da ag¢ao de sais
biliares, favorecendo a colonizacéo intestinal. Além disso, para muitas pessoas, 0
EHS é utilizado como substituto do leite de vaca devido a intolerancia e a alergia das
mesmas em relacdo ao agucar e as proteinas presentes no leite bovino,
respectivamente.

A substituicdo do leite de vaca pelo EHS seria perfeita nutricionalmente,
em relagdo as proteinas e outros nutrientes. Porém ao se considerar os
micronutrientes como, por exemplo, o calcio, o alimento ndo se torna adequado
substituto do leite bovino (HEANEY et al., 2000) por conter apenas 4 mg/100 mL de
calcio (PHILIPPI, 2002) sendo que o mesmo & imprescindivel, principalmente, para a
saude dos 0ssos.

Além dos produtos derivados da soja, os alimentos simbidticos s&o
potentes alimentos funcionais e estdo em ascens&o na industria alimenticia devido
aos inumeros beneficios que causam a saude de seus consumidores. Esses
alimentos proporcionam a agao conjunta de prebidticos e probidticos, sendo

classificados como componentes dietéticos funcionais que podem aumentar a
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sobrevivéncia dos probidticos durante a passagem pelo trato digestivo superior, pois
seu substrato especifico — prebiotico - esta disponivel para fermentacdo (GIBSON &
ROBERFROID, 1995).

O termo probidtico proposto por Fuller (1989) foi redefinido por uma
comiss&o especializada conjunta, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), como
“micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a saude do hospedeiro” (FAO/WHO, 2002). Para receberem a
nomenclatura de “alimentos probidticos”, esses produtos devem conter, no minimo,
108 Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) de microrganismos viaveis na porgao
diaria do produto (ANVISA, 2008).

Ja os prebidticos sdo componentes alimentares n&o digeriveis, com
atividade bifidogénica, ou seja, capazes de estimular o crescimento e/ou atividade
de algumas bactérias presentes no intestino (GIBSON & ROBERFROID, 1995).
Dentre os principais prebidticos que tém recebido maior atengdo, destacam-se a
inulina e os oligossacarideos, especialmente os frutooligossacarideos (FOS). Os
oligossacarideos sdo agucares encontrados como componentes naturais em muitos
alimentos como frutas, vegetais, leite e mel (LEITE et al., 2000).

Segundo Anjo (2004), o mel € um alimento funcional que exerce atividade
prebiodtica e tem como efeito a regulagao do transito intestinal, regulagcdo da pressao
arterial, reducao do risco de cancer e dos niveis de colesterol.

Neste contexto, o desenvolvimento de bebidas fermentadas a base de
EHS, com culturas probidticas e acrescidas de prebidticos, torna-se opcgao
interessante para consumidores que buscam alimentos saudaveis e nutritivos.

Assim, este trabalho teve como objetivo principal desenvolver bebidas
fermentadas a base de EHS, utilizando-se duas linhagens probioticas para a
fermentacdo (L.casei e L.acidophilus), acrescidas de mel de abelha. E como

objetivos especificos:

1. Determinar a cinética da fermentagao latica na producdo das bebidas pela
medida do pH e acidez em acido latico;

2. Determinar a viabilidade das linhagens probidticas apds o preparo das
bebidas;
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3. Realizar analises microbiolégicas das bebidas a serem submetidas a analise

sensorial e verificar se estdo de acordo com a legislagéo correspondente;

4. Avaliar a aceitacao e intencdo de compra das bebidas pelos consumidores;

5. Avaliar a vida de prateleira das bebidas que foram mais aceitas
sensorialmente através da determinacdo da viabilidade dos micro-organismos

probiéticos e medicédo do pH e acidez.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Devido as mudancgas ocorridas no estilo de vida apds a industrializagao,
houve um aumento na incidéncia de doencas devido a ma alimentacido e ao excesso
de trabalho com sintomas como cansaco, irritacdo, depressio, estresse, dentre
outros (KWAK & JUKES, 2001). Apesar disto, a baixa ocorréncia desses sintomas e
de doengas em alguns povos chamou a atengdo para as suas dietas. Os franceses,
devido ao consumo diario de vinho tinto, bebida rica em compostos fendlicos, tém
baixo indice de problemas cardiacos. O mesmo ocorre com 0s esquimds, com sua
alimentagao rica em acidos graxos poliinsaturados émegas 3 e 6 advindos do alto
consumo de peixes e produtos do mar. Ja os orientais, devido a grande ingestao de
soja e seus subprodutos, apresentam baixa incidéncia de cancer de mama. Além
disso, nestes paises, o costume de consumir frutas e verduras também resulta numa
reducdo do risco de doengas coronarianas e de cancer, comprovada por dados
epidemioldgicos (ANJO, 2004).

Dessa forma, atualmente os alimentos ndo estdo sendo mais vistos
apenas como uma forma de suprir o0 organismo de nutrientes necessarios para o seu
bom funcionamento ou como meio de saciar a fome. Sdo vistos também como
importante fonte de prevengdo de diversas doengas crénicas ndo transmissiveis
devido a eficacia de alguns de seus componentes em promover a saude (LEITE &
ROSA, 2008). Os alimentos que contém essas propriedades sdo conhecidos como

“alimentos funcionais” e estdo em ascensdao nas Uultimas décadas, devido
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principalmente, a crescente busca pela populacdo por uma alimentacdo mais
saudavel e melhora na qualidade de vida.

Os alimentos funcionais, de acordo com Gomes (2009), s&o definidos
como alimentos semelhantes em aparéncia ao alimento convencional, consumidos
como parte da dieta usual, capazes de produzir efeitos metabdlicos ou fisiologicos
uteis na manutengao de uma boa saude fisica e mental, podendo auxiliar na reducgao
do risco de doengas cronico degenerativas, além de manter suas fungdes
nutricionais basicas.

N&o ha definicdo de alimentos funcionais pela legislagdo brasileira. Ela
define a alegagao de propriedade funcional e a alegagédo de propriedade de saude,
ambas descritas no “Regulamento técnico que estabelece as diretrizes basicas para
analise e comprovacédo de propriedades funcionais e/ou de saude alegadas nos
rétulos dos alimentos”. Os alimentos com alegagcdo de propriedade funcional se
referem aqueles que apresentam papel metabdlico ou fisiolégico que o nutriente ou
nao-nutriente tem no crescimento, no desenvolvimento, na manutencéo e em outras
fungdes normais no organismo humano, devendo ser seguros para 0 consumo sem
necessidade de supervisdo médica. Ja os alimentos com alegacgdo de propriedade
de saude se referem aqueles que possuem relagdo positiva com doenga ou
condigao relacionada a saude (ANVISA, 1999a). Porém, até hoje nenhum alimento
foi aprovado apresentando alegagéo de saude.

2.1.1 Histérico e legislagoes

A classe de alimentos funcionais, aparentemente nova e moderna, ja
existe ha milhares de anos. Hipdcrates, ha 2500 anos declarou “faca do seu
alimento o seu medicamento”, se referindo a idéia de que os alimentos poderiam ser
utilizados para prevenir e tratar doencas, pois desde esta época componentes como
cascas, folhas, raizes e flores eram utilizados para tratar enfermidades especificas.
Desta forma, os alimentos funcionais estdo presentes em nossa historia desde muito
tempo, porém, apenas ha alguns anos atras foram reconhecidos e conceituados
(EVANGELISTA, 2005).

O Japao foi o pioneiro a introduzir o conceito de alimentos funcionais na
sua legislacdo em meados da década de 80. Devido a alta expectativa de vida no
pais e, consequentemente, ao predominio da populag&o idosa, 0 governo japonés
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esforgou-se em desenvolver alimentos mais saudaveis e que reduzissem o risco de
doencgas crdnicas nao transmissiveis, com o objetivo de minimizar os gastos com a
saude publica (MINISTERIO DA SAUDE, 2005a). Denominados de FOSHU em
1991, “Foods for Specified Health Use” ou “Alimentos para Uso Especifico de
Saude”, eles trazem um selo de aprovagao do Ministério da Saude e Bem-Estar
japonés (MINISTERIO DA SAUDE, 2005b) e j& somam em mais de 100 produtos
diferentes (ARRABI, 2001).

Com a tomada a frente do Japdo na regulamentacdo dos alimentos
funcionais, o “novo” conceito foi rapidamente adotado em todo o mundo. No entanto,
as denominagdes das alegacgdes e os critérios para a sua utilizagdo nos alimentos,
variam de acordo com a legislacdo de cada pais. Entre as legislagbes de alimentos
funcionais, a do Japao e a da Europa estdo mais avangadas do que a dos Estados
Unidos, a FDA — Food and Drug Administration. A japonesa possui 12 classes de
compostos ja aprovados como fibras, polidis, peptideos, proteinas, glicosidios,
alcoois, fendis, isoprendides, vitaminas, colina, minerais e outros, como as bactérias
do acido latico. A americana relaciona em suas alegagdes, saude e dieta nos
seguintes aspectos: calcio e osteoporose; gorduras e cancer; gorduras saturadas
e/ou colesterol e doengas cardiacas; frutas, verduras, grdos e cancer ou
coronariopatias; acido fdlico e alteracdo de tubo neural; e, enfim, sodio e
hipertensdo. A FDA n&o liberou as declaragdes referentes aos acidos graxos 6mega
3 e as vitaminas antioxidantes, por verificar que n&do existem evidéncias cientificas
suficientes para suas aprovagdes. Dessa forma, essas alegagdes encontram-se
proibidas (CANDIDO & CAMPOS, 1995).

No Brasil, foi a partir dos anos 90 — apds o pioneirismo do Japao no
assunto - que os alimentos passaram a ser vistos como sinbnimos de bem-estar e
veiculos de uma melhor qualidade de vida, através da redugao dos riscos de
doencas. Desta forma, no ano de 1999, o Ministério da Saude através da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), regulamentou os alimentos funcionais por
meio das resolugdes ANVISA/MS n° 16/99, ANVISA/MS n° 17/99, ANVISA/MS n°
18/99 e ANVISA/MS n° 19/99. Essas resolucdes tratam, respectivamente, dos
procedimentos para registro de alimentos e/ou novos ingredientes (ANVISA, 1999b),
das diretrizes basicas para avaliagdo do risco e seguranga dos alimentos (ANVISA,
1999c), das diretrizes basicas para analise e comprovagdo de alegagdo de
propriedade funcional e/ou de saude presentes em rotulagem de alimentos
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(ANVISA, 1999a), e ainda, dos procedimentos para registro de alimentos com

alegacéo de propriedades funcionais e/ou de saude (ANVISA, 1999d).

2.1.2 Substancias com alegagoes aprovadas

De acordo com os dados revisados e atualizados pela ANVISA em julho
de 2008, 19 substancias e 10 micro-organismos s&o responsaveis pelas 10
alegacbes de propriedades funcionais aprovadas no Brasil (ANVISA, 2008). S&o
elas:

Beta-glucana e fitoesterdis: redu¢cdo da absorgao de colesterol;
Quitosana: reducdo da absorgéo de gordura e colesterol,

Psyllium: redugéo da absorgao de gordura;

Omega 3: auxilia na manutencg&o de niveis saudaveis de triglicerideos;
Proteina de soja: auxilia na redugéo do colesterol;

Frutooligossacarideos e inulina: contribuem para o equilibrio da flora intestinal

vV V V V V V V

Dextrina resistente, goma guar parcialmente hidrolisada, polidextrose e

lactulose: séo fibras alimentares que auxiliam o funcionamento intestinal;

» Licopeno, luteina e zeaxantina: possuem agdo antioxidante que protege as
células contra os radicais livres;

» Manitol, xilitol e sorbitol: ndo produzem acidos que danificam os dentes;

» Probidticos: contribuem para o equilibrio intestinal.

Dentre os micro-organismos probidticos aprovados encontram-se:
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus casei variedade
rhamnosus, Lactobacillus casei variedade defensis, Lactobacillus paracasei,
Lactococcus  lactis,  Bifidobacterium  bifidum,  Bifidobacterium  animallis,
Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium.

E importante lembrar que, o fato das substancias fisiologicamente ativas
estarem presentes nos alimentos ndo € suficiente para que os mesmos sejam
considerados funcionais. Esses compostos com propriedades funcionais devem
estar presentes em quantidades suficientes e adequadas para produzir o efeito
fisiologico esperado. Outra consideracdo é que a alimentagdo saudavel como
medida de promog¢ao da saude ndo pode ser dissociada da adogcao de habitos de
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vida saudaveis, especialmente a pratica de atividade fisica. Assim, todas as
alegacdes da ANVISA vém acompanhadas dos seguintes dizeres: “Seu consumo
deve estar associado a uma alimentacédo equilibrada e habitos de vida saudaveis”
(ANVISA, 2008).

2.1.3 Caracteristicas dos alimentos funcionais

Para serem considerados funcionais, os alimentos devem apresentar as
seguintes caracteristicas (ROBERFROID, 2000): ser alimentos convencionais, sendo
consumidos na dieta usual das pessoas; ser compostos por componentes naturais,
as vezes, em elevadas concentragdes, ou estarem presentes em alimentos que
normalmente ndo os supririam; ter efeitos positivos além do valor basico nutritivo,
aumentando o bem estar e a saude dos seus consumidores e diminuindo o risco de
ocorréncia de doencgas; possuir alegagbes de propriedade funcional com
embasamentos cientificos; podem ser alimentos naturais ou alimentos nos quais um
componente tenha sido retirado; e, pode ser ainda, alimentos nos quais a natureza

ou a bioatividade de um ou mais componentes tenha sido modificada.

2.2 TRATO GASTROINTESTINAL E SUA MICROBIOTA

O trato gastrointestinal constitui um complexo ecossistema de micro-
organismos (FOOKS et al., 1999). E responsavel por duas fungdes principais que
sdo garantir a absor¢cdo dos nutrientes e proporcionar uma barreira seletiva fisica,
microbiolégica e imunologica contra agentes potencialmente prejudiciais ao
organismo (INSTITUTO DANONE RESEARCH, 2007).

No intestino delgado, ocorre a digestdo enzimatica dos alimentos e a
absorgao dos nutrientes. Ja o célon € o local responsavel por absorver grande
quantidade de agua e eletrolitos, permitir a evacuacédo de residuos e substancias
toxicas, e ainda, alojar varias espécies de bactérias que irdo metabolizar os
substratos que nao foram digeridos pelo intestino delgado. A degradagdo desses
compostos resulta na formagéo de acidos graxos de cadeia curta e estes, servem de
substrato para as células epiteliais do colon (MACFARLANE, 1997).
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Mais de 400 espécies de bactérias habitam o coélon, em numero
aproximadamente 10 vezes maior do que o de células do corpo. A maioria delas é
benéfica ao hospedeiro, porém, algumas s&o potencialmente patogénicas, mas por
estarem presentes em pequenas quantidades, normalmente ndo constituem ameaca
ao organismo (HOVERSTAD, 1988).

Logo apds o nascimento, o trato gastrintestinal — TGl - dos seres
humanos até entdo estéril, é colonizado por populagdo microbiana materna e
ambiental (BARBOSA et al., 2006), onde a maioria da microbiota intestinal saudavel
advém da mae. Assim, fatores como dieta, ambiente e estresse vao influenciar a
composicao da flora da mae e, consequentemente, a da crianga ao nascer. Portanto,
o desenvolvimento da microbiota do recém-nascido € fortemente dependente das
praticas de alimentacdo maternas e da higiene do ambiente (SALMINEN &
ISOLAURI, 2006). Depois de um a dois anos, apds ser colonizado, o trato
gastrointestinal passa a abrigar uma populagcdo microbiana bastante densa e
variavel (NICOLI, 1995).

O crescimento de micro-organismos em determinada area do trato
gastrointestinal depende de fatores fisioldégicos, como temperatura, umidade, pH e
presenca de certos nutrientes e substéncias inibitérias (HOLZAPFEL et al., 1998).
Dessa forma, a composigdo microbiana do TGl € a seguinte: no estdbmago, poucas
colénias sdo encontradas em razdo da presenga de oxigénio e do acido
hidrocloridrico; no intestino delgado, a quantidade de bactérias inicia-se muito baixa
no duodeno, mas vai aumentando até o ileo terminal; j4 no ceco e no colon, o
transito intestinal € mais lento e o ambiente possui menor teor de oxigénio e
potencial hidrogeniénico (pH) menos acido, sendo, por isso, o local onde se encontra
a maior quantidade de micro-organismos (ZETTERSTROM, 1994).

Os micro-organismos estritamente anaerdbicos compdem a populagao
dominante do TGI: Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium e Peptostreptococcus.
Estes quatro tipos de bactérias sdo encontradas em concentragdes entre 8 log e 11
log UFC (unidades formadoras de colbnias) de micro-organismos por grama em
todos os seres humanos, sendo que 0os mais numerosos sao os Bacteroides, Gram-
negativos, seguidos pelas Bifidobactérias, Gram-positivas. S&o consideradas
populag¢des subdominantes as bactérias dos géneros Streptococcus, Lactobacillus e

encontradas em menores quantidades ainda, Enterobacteriaceae e o Clostridium,
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além das leveduras, com 4 log a 8 log UFC/g (INSTITUTO DANONE RESEARCH,
2007).

De acordo com o Instituto Danone Research — IDR - (2007), a
manutengao de uma microbiota intestinal estavel depende de trés fatores: fisiologico,
iatrogénico e nutricional. Os fatores fisiologicos se referem a idade, a alteragbes
hormonais como no periodo da menopausa e ao estresse; os iatrogénicos, a
presencga ou nao de patologias e uso de medicamentos; e os fatores nutricionais, ao
consumo de alimentos que contenham substancias prebidticas ou micro-organismos

probiéticos.

2.3 PROBIOTICOS

Os probidticos, durante muito tempo, foram definidos como sendo
suplementos alimentares a base de micro-organismos vivos que afetam
beneficamente o hospedeiro promovendo o balanco de sua microbiota intestinal
(FULLER, 1989). Além desta, diversas outras definigbes foram publicadas nos
ultimos anos (SANDERS, 2003). Entretanto, a definigho atual e aceita
internacionalmente € a de que eles s&o micro-organismos vivos, que quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do
hospedeiro (Food and Agriculture Organization - FAO - & World Health Organization
— WHO -, 2006).

Os relatos sobre os beneficios a saude proporcionados pelo uso de micro-
organismos vivos em alimentos s&do bem antigas. No Antigo Testamento dos Persas,
Génesis 18:8, esta escrito “Abrado deveria sua longevidade ao consumo de leite
acido”. Em 76 a.C, um historiador romano ja indicava o uso de leites fermentados
para o tratamento de doengas gastrointestinais (SCHREZENMEIR & DE VRESE,
2001; TEITELBAUM & WALKER, 2002).

Durante os anos de 1857 a 1863, Pasteur estudou a relagéo entre micro-
organismos e os processos fermentativos (SILVA & STAMFORD, 2000). Tissier,
microbiologista francés, em 1899, isolou a primeira bactéria bifida no Instituto
Pasteur, em Paris, de uma crianga ainda em fase de amamentagdo e a denominou
de Bacillus bifidus communis (WGO, 2008). Na mesma época, descobriu que era
saudavel a presenca de bifidobactérias no intestino. Ele observou que as
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bifidobactérias eram dominantes nas fezes dos bebés amamentados e néo
dominantes nas fezes dos bebés alimentados por mamadeira. Ao mesmo tempo,
verificou que os bebés amamentados eram significativamente mais resistentes a
diarréia e infecgdes (O’'SULLIVAN & KULLEN, 1998; PENNA et al., 2000). Dessa
forma, concluiu que a presenga desse grupo de bactérias no intestino humano é
natural e benéfica ao hospedeiro.

O pesquisador russo Metchnikoff foi o pioneiro nos estudos cientificos de
maior importancia no assunto. Em 1908, ele publicou o tratado “Prolongamento da
vida” que relata a longevidade dos povos bulgaros como resultado do grande
consumo de leite fermentado com Lactobacillus, chamados mais especificamente de
Lactobacillus bulgaricus. Sua teoria é a de que a presenca desses Lactobacillus no
leite fermentado antagoniza os micro-organismos putrefativos, sendo estes
responsaveis por produzirem substancias tdéxicas no trato intestinal, comprometendo
a longevidade humana (FERREIRA, 1999; FOOKS et al., 1999).

Ainda em 1908, Metchnikoff, atuando como diretor do Instituto Pasteur,
recebeu o Prémio Nobel ao contribuir para o entendimento do sistema imunologico
humano. Ele observou que o0s jovens possuiam maiores quantidades de
bifidobactérias que os adultos, e menores quantidades de bactérias putrefativas,
como os clostridios. Verificou o inverso nos organismos adultos (O’'SULLIVAN &
KULLEN, 1998).

Em 1925, iniciaram-se os estudos com os Lactobacillus. Em 1930, foi
descoberta uma cepa capaz de sobreviver a passagem pelo TGI. ldentificada como
Lactobacillus casei Shirota, ela foi isolada, cultivada e usada com sucesso na
produgéo de um leite fermentado chamado “Yakult” (VASILJEVIC & SHAH, 2008).

No final da década de 30 e durante a década de 50, diminuiram-se
consideravelmente as pesquisas nesta area, provavelmente, devido aos
acontecimentos que estavam ocorrendo naquele momento no mundo, como as
depressdes e as guerras. Porém, no final dos anos 50 e inicio dos anos 60, o
interesse pela pesquisa da microbiota intestinal humana foi novamente despertado,
dando origem, enfim, ao conceito dos “probioticos” (VASILJEVIC & SHAH, 2008).

2.3.1 Principais micro-organismos utilizados como probioéticos
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Normalmente, o0s micro-organismos usados como probidticos s&o
componentes ndo patogénicos da flora intestinal, como as bactérias laticas
(BARBOSA et al., 2006). Bactérias laticas sdo microrganismos gram-positivos, néo-
esporulados, catalase-negativos, desprovidos de citocromos, anaerobios, mas
aerotolerantes, acido-tolerantes e estritamente fermentativos (HOLZAPFEL et al.,
2001). O acido latico é o principal produto final da fermentacdo de agucares
(AXELSSON, 2004).

Elas sdo basicamente mesofilas (com algumas linhagens termdfilas)
sendo capazes de crescer em um intervalo de temperatura de 5 a 45°C. Além do
acido latico produzem compostos antimicrobianos como acidos organicos, peroxido
de hidrogénio e bacteriocinas. A producdo do peroxido de hidrogénio se deve a
caréncia da enzima catalase (FORSYTHE, 2002).

Dentre as bactérias probiéticas mais utilizadas, destacam-se as cepas de
lactobacilos e bifidobactérias (SHAH, 2007). Bactérias pertencentes a esses géneros
sdo mais frequentemente empregadas como probidticas em alimentos, uma vez que
elas tém sido isoladas de todas as por¢des do trato gastrintestinal do humano
saudavel. Porém, deve ser lembrado que cada cepa possui um efeito diferente, ndo
podendo ser generalizada a idéia de que bactérias da mesma espécie proporcionam
0os mesmos beneficios ao hospedeiro (GUARNER & MALAGELADA, 2003).

A divisdo dos lactobacilos estd baseada em suas caracteristicas
fermentativas: obrigatoriamente homofermentativos, facultativamente
heterofermentativos e obrigatoriamente heterofermentativos (HOLZAPFEL et al.,
2001). Os lactobacilos obrigatoriamente homofermentativos fermentam glicose
exclusivamente em é&cido latico e ndo fermentam pentoses ou gliconato (VASQUEZ
et al., 2005). Exemplos desse grupo sdo as espeécies Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus gasseri, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus
delbriikii, Lactobacillus helveticus e Lactobacillus salivarius (HOLZAPFEL et al.,
2001; AXELSSON, 2004). Os obrigatoriamente heterofermentativos fermentam
hexoses em acido latico, acido acético e/ou etanol e didxido de carbono, sendo que
a producdo de gas a partir da glicose € uma caracteristica marcante dessas
bactérias (VASQUEZ et al., 2005). Sdo exemplos desse grupo as espécies
Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus fermentum e Lactobacillus
reuteri (HOLZAPFEL & SCHILLINGER, 2002; AXELSSON, 2004). Os lactobacilos

facultativamente heterofermentativos fermentam hexoses em acido latico e podem
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produzir gas a partir de gliconato, mas ndo atravées da glicose. Esses
microrganismos também fermentam pentoses, através de uma fosfocetolase
induzida para produzir acidos latico e acético. As espécies Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sakei e do grupo Lactobacillus casei s&o
importantes representantes dos lactobacilos facultativamente heterofermentativos
(AXELSSON, 2004; VASQUEZ et al., 2005).

Do grupo Lactobacillus casei fazem parte aquelas bactérias laticas
fenotipicamente e geneticamente heterogéneas que sdo capazes de manter o
equilibrio de varios ambientes. Nesse grupo, sdo destaques os lactobacilos tipicos
do hospedeiro humano, os quais incluem as espécies Lactobacillus casei,
Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus, além de Lactobacillus zeae
(HOLZAPFEL et al., 2001; AXELSSON, 2004). Essas espécies apresentam
comportamento  fisiolégico e necessidades nutricionais muito similares,
multiplicando-se em condigbes ambientais bastante semelhantes (FELIS et al., 2001,
DESAI, SHAH & POWELL, 2006).

O L. acidophilus, cepa mais usual dos lactobacilos, € um bacilo gram-
positivo com pontas arredondadas. Esta espécie € pouco tolerante a salinidade do
meio e microaerdfila, com o crescimento em meios de anaerobiose ou com pouco
oxigénio (NAHAISI, 1986). Como micro-organismo heterofermentativo, produz quase
exclusivamente acido lactico a partir da degradacdo da glicose (MARSHALL &
COLE, 1983).

L.acidophilus é capaz de degradar e utilizar uma variedade de
carboidratos incluindo mono, di e polissacarideos, além de carboidratos complexos
como rafinose e frutooligossacarideos. Foram identificados também sistemas de
transporte para trealose, frutose, glicose, manose, melobiose, gentiobiose,
celobiose, salicina, rafinose e maltose. No entanto, e L.acidophilus através de
analise in silico de seu genoma parece nao ter genes envolvidos no aproveitamento
de sacarose (SANDERS & KLAENHAMMER, 2001; BARRANGOU et al., 2003;
ALTERMANN et al., 2005; MACHADO et al., 2006).

As condi¢bes 6timas para a sua multiplicacdo sao temperaturas de 35 -
40 °C e valores de pH de 5,5 a 6,0. Deve salientar-se que o crescimento de L.
acidophilus pode ocorrer a 45 °C, e que a sua tolerancia em termos de acidez do
meio varia entre 0,3 e 1,9 % (v/v) de acidez titulavel — ATT - (GOMES & MALCATA,
1999). Ainda de acordo com os mesmos autores, as condi¢gdes de cultivo exigidas
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por essa espécie, para um efetivo crescimento da mesma, consiste em um complexo
de nutrientes como carboidratos fermentaveis; proteinas e produtos da degradacgéo
de proteinas; vitaminas do complexo B; derivados do acido nucléico; acidos graxos
livres insaturados; e alguns minerais, como magnesio e manganés.

L. acidophilus possuem uma boa associagdo com es L. casei. Quando
presentes no mesmo alimento, L.acidophilus produz acido butirico e latico
acidificando o meio e es L. paracasei consomem estes metabdlitos, mantendo o pH
entre 6 e 7, ou seja, compativel para a sobrevivéncia de ambas as espécies. Ja a
associacdo de L.acidophilus com L.bulgaricus ndo € boa, pois as substancias
produzidas por estes ultimos causam o decréscimo do primeiro. O perdxido de
hidrogénio € a substancia responsavel por este antagonismo, mas a super
acidificagao causada pelos L. bulgaricus durante o armazenamento também afeta a
viabilidade dos L. acidophilus (GUILLILAN & SPECK, 1977).

2.3.2 Principais critérios para selecao de probiéticos

Para que uma cepa seja considerada probidtica, ela deve possuir certas
caracteristicas que sao exigéncias para sua denominagdo como tal. O micro-
organismo deve ser de origem humana, apresentar estabilidade frente ao acido e a
bile, ser capaz de aderir bem a mucosa intestinal a fim de coloniza-la, ser capaz de
produzir compostos antimicrobianos, ser metabolicamente ativo, ser seguro para o
uso em humanos, possuir historico de ndo patogenicidade, ndo estar associado a
outras doencgas e, ainda, ndo ser capaz de transportar genes transmissores de
resisténcia a antibidticos (COLLINS, THORNTON & SULLIVAN, 1998; LEE et al.,
1999; SAARELA et al., 2000; STANTON et al.,, 2003). Além disso, as cepas
probioticas devem também, obrigatoriamente, produzir beneficios a saude do
hospedeiro, sendo estes evidenciados cientificamente através de estudos com o
organismo no qual elas irdo atuar (FAO & WHO, 2001; SANDERS, 2003).

2.3.3 Efeitos benéficos a saude e recomendagao de ingestao de probiéticos

Diversos sdo os beneficios a saude proporcionados pelos micro-

organismos probioticos: controle da microbiota intestinal; estabilizagdo da microbiota
intestinal apés o uso de antibidticos; promog¢ado da resisténcia gastrintestinal a
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colonizagdo por patdgenos; diminuicdo da populagdo de patdégenos através da
producdo de acidos aceético e latico, de bacteriocinas e de outros compostos
antimicrobianos; promocédo da digestdo da lactose em individuos intolerantes a
lactose; estimulacdo do sistema imune; alivio da constipagdo; aumento da absorgéo
de minerais e producdo de algumas vitaminas. Embora ainda ndo evidenciados
cientificamente, outros efeitos atribuidos a essas culturas sao a reducao do risco de
cancer de cdélon e de doencga cardiovascular, a reducdo das concentracoes
plasmaticas de colesterol, efeitos anti-hipertensivos, reducédo da atividade ulcerativa
de Helicobacter pylori, controle da colite induzida por rotavirus e por Clostridium
difficile, prevengdo de infecgbes urogenitais e efeitos inibitérios sobre a
mutagenicidade (SHAH & LANKAPUTHRA, 1997; CHARTERIS et al., 1998; JELEN
& LUTZ, 1998; KLAENHAMMER, 2001; KAUR, CHOPRA & SAINI, 2002; TUOHY et
al., 2003).

Dessa forma, os probidticos estdo sendo amplamente usados nas
praticas clinicas como tratamentos de caries dentarias, dermatites atdpicas, asma,
infeccbes respiratérias, doenga intestinal inflamatdria, intolerancia a lactose,
sindrome do intestino irritavel, infeccdo por H. pylori, diarréia, cancer de colon,
infecgbes vaginal, dentre outros, mesmo sem ainda existirem evidéncias cientificas
suficientes dos efeitos benéficos para essas situagdes clinicas (CARPUSO et al.,
2008; DOUGLAS & SANDERS, 2008).

Entretanto, apesar dos inumeros beneficios comprovados do uso dos
probiéticos e, mesmo os que ainda se encontram em estudo, salienta-se que essas
vantagens a saude sao especificas de cada cepa probidtica. Assim, ndo ha uma
cepa universal que promova todos os beneficios propostos e nem se pode
generalizar que cepas da mesma espécie promovem 0s mesmos beneficios
(VASILJEVIC & SHAH, 2008). Além disso, em muitos casos, ha um
desconhecimento da dose apropriada a ser utilizada, do tempo necessario para
finalizar com éxito a terapia, da interacdo dos probidticos com os alimentos no
intestino e da interacdo entre os micro-organismos probioticos quando usados em
conjunto (CARPUSO et al., 2008), o que dificulta a utilizagdo com eficacia desses
micro-organismos.

Para produzir suas agdes benéficas, os alimentos probidticos devem ser
consumidos diariamente. A recomendacéo atual, de acordo com a ANVISA (2008), é
baseada na ingestdo diaria de 8 log a 9 log UFC/dia de micro-organismos viaveis.
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Essa grande quantidade é proposital e tem como objetivo compensar a possibilidade
de redugado da concentragdo dos probidticos durante o processamento, estocagem
e, ainda, durante a passagem pelo TGl (VASILJEVIC & SHAH, 2008). Dessa forma,
a ingestao diaria de probioticos € imprescindivel para manter os niveis elevados dos
micro-organismos, garantindo um continuo efeito benéfico ao hospedeiro
(KOMATSU et al., 2008).

2.3.4 Mecanismo de agao dos probiéticos

Os modos de acdo para explicar os efeitos benéficos dos probidticos no
organismo, ainda nao estdo completamente elucidados. Porém, existem varios
estudos sugerindo como ocorrem esses processos (COPPOLA & TURNERS, 2004).
Esses mecanismos sdo, basicamente, os mesmos atribuidos a microbiota digestiva
normal em perfeito funcionamento, dentre eles, protegcdo ecoldgica,
imunomodulagao e contribuigao nutricional ao hospedeiro (NICOLI & VIEIRA, 2003).

Trés possiveis mecanismos de atuacao dos probidticos sao:

1. Modulagdo da microbiota intestinal através da producdo de compostos com
atividade antimicrobiana, competicdo por nutrientes e competicdo por sitios de
adesdao com o micro-organismo patogénico (FULLER, 1989). Essas substancias
antimicrobianas produzidas, como os acidos organicos e as bacteriocinas, inibem
o crescimento de varios micro-organismos patogénicos (FOOKS & GIBSON,
2002; RASTALL et al., 2005; SAAD, 2006). Ja essas competi¢cdes, consistem em
uma exclusdo competitiva, em que o probidtico compete com os patdégenos por
sitios de ligagcdo e por nutrientes, impedindo a sua fixagdo e 0 seu
desenvolvimento no hospedeiro (COPPOLA & TURNES, 2004; RASTALL et al.,
2005; SNELLING, 2005).

2. Alteracdo do metabolismo microbiano, através do aumento ou da diminui¢do da
atividade enzimatica (FULLER, 1989). As bactérias laticas produzem a enzima 3 -
D galactosidade auxiliando a quebra da lactose no intestino. Essa agao é
fundamental, particularmente no caso de individuos com intolerancia a lactose,
que sao incapazes de digeri-la adequadamente, o que resulta em desconforto
abdominal (LOURES-HATTINGH & VILJOEN, 2001).
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3. Estimulo a imunidade do hospedeiro através do aumento dos niveis de anticorpos
no organismo e da atividade dos macrofagos (FULLER, 1989). Os probidticos
aumentam os niveis de citocinas, ativam macrofagos, aumentam a atividade das
células destruidoras naturais (“natural Kkiller’) e, também, os niveis de
imunoglobulinas (SAAD, 2006).

2.4 PREBIOTICOS

Algumas cepas probioticas, como as bifidobactérias, por serem
anaerdbias e nao tolerarem bem o ambiente acido apresentam dificuldade de
manipulagdo e, consequentemente, da sua utilizagdo em produtos alimenticios.
Assim, o emprego de prebidticos se tornou uma alternativa atraente para auxiliar o
aumento dessas cepas no TGl (CHOU & HOU, 2000). Seletivamente, os prebioticos
aumentam o crescimento das bactérias benéficas no colon, em detrimento as
bactérias patogénicas promovendo o equilibrio intestinal do hospedeiro. Dessa
forma, estdo sendo desenvolvidos a todo tempo produtos como suplementos
alimentares, produtos lacteos, pades e bebidas adicionados de prebidticos
(WILLIAMSOM, 2009).

O termo “prebidtico” foi originado com a definicdo de “ingrediente
alimentar ndo digerivel, que atua estimulando seletivamente o crescimento ou
atividade de um numero limitado de bactérias no célon, podendo melhorar a saude
do hospedeiro” (GIBSON & ROBERFROID, 1995; KNORR, 1998; FOOKS et al.,
1999). Entretanto, uma definicdo mais recente foi publicada no relatorio do Encontro
Técnico da FAO sobre Prebidticos, em 2007: “um prebidtico € um componente
alimentar n&o viavel que confere beneficios a saude do hospedeiro associado com a
modulag¢ao da sua microbiota” (PINEIRO et al., 2008).

Outras definicbes mais abrangentes foram sendo desenvolvidas como a
de que os prebidticos sdo componentes alimentares n&o digeriveis que afetam
beneficamente o hospedeiro por estimularem seletivamente a proliferacdo ou
atividade de populagdes de bactérias desejaveis no colon, podendo ainda, inibir a
multiplicagdo de patdgenos garantindo beneficios adicionais a saude do hospedeiro
(GIBSON & ROBERFROID, 1995; ROBERFROID, 2001; GILLILAND, 2001;
MATTILA-SANDHOLM et al., 2002). Os ingredientes alimentares que mais atendem
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a esses requerimentos, até o presente momento, sado os oligossacarideos (GIBSON,
1994; PINHEIRO, 2002) como os FOS e a inulina. Alguns alimentos possuem
naturalmente substancias prebidticas como alho-poro, almeirdo, aspargo, banana,
alcachofra, alho, cebola, soja, trigo e aveia (WILLIANSOM, 2009).

2.4.1 Mecanismo de ag¢ao dos prebidticos

Os prebidticos e probidticos possuem mecanismos de agao em comum,
especialmente quanto a modulagdo da microbiota intestinal. Os prebidticos, como
séo carboidratos ndo digeriveis, sao resistentes a digestdo na parte superior do trato
gastrointestinal (ROBERFROID, 2002) chegando intactos ao intestino delgado.
Porém, durante a sua passagem, enquanto ainda n&o sdo fermentados, eles vao
exercendo um efeito osmético no TGI, que pode resultar em diarréia em alguns
organismos, se estiverem presentes em altas quantidades (MARTEAU &
BOUTRON-RUAULT, 2002). Quando atingirem o intestino grosso, local em que
exercerao o efeito prebidtico, eles servirdo de substrato para as bactérias
anaerobias intestinais que irdo fermenta-los estimulando o crescimento das mesmas
no coélon e produzindo gases, os acidos graxos de cadeia curta e o acido latico.
Consequentemente havera uma diminuicdo do pH do lumen e estimulagcdo da
proliferagdo de células epiteliais do colon (CARABIN & FLAMM, 1999).

2.4.2 Efeitos benéficos a saude e recomendacgao de ingestao

O principal efeito benéfico atribuido ao consumo de prebidticos € a
mudanga positiva na composigdo da microbiota intestinal (ROBERFROID, 2002).
Porém, essa modulagao ocorre, principalmente, devido ao aumento do numero de
bactérias benéficas intestinais, por os prebidticos servirem de substrato para a sua
multiplicagdo. Assim, os seus beneficios sdo os mesmos relacionados a presencga
das bifidobactérias no hospedeiro, tais como: equilibrio da microbiota intestinal,
diminuicdo da colonizag&o por patdgenos, estimulagdo do sistema imune, alivio da
constipagdo, aumento da absor¢do de minerais, dentre outros ja falados
anteriormente.

Estudos foram realizados em humanos e demonstraram que o consumo

regular de alimentos prebidticos resulta em mudancgas estatisticamente significativas
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na composicdo da microbiota do intestino ocasionando uma ampla gama de
beneficios a saude como o aumento das bifidobactérias, redugdo do risco de
infecgdes e sintomas alérgicos, melhora do quadro clinico e bem estar dos pacientes
com doencgas intestinais inflamatorias, redugédo da incidéncia de tumores e canceres
e aumento da absorgéo de calcio (ROBERFROID, 2002).

Outros estudos experimentais mostraram a eficacia da utilizacdo da
inulina e da oligofrutose como fatores bifidogénicos, ou seja, que estimulam a
predominancia de bifidobactérias no colon. Consequentemente, ha um estimulo do
sistema imunolégico do hospedeiro, uma redugdo nos niveis de bactérias
patogénicas no intestino, um alivio da constipagdo, diminuicdo do risco de
osteoporose devido a absor¢cdo aumentada de calcio, redugcdo do risco de
arteriosclerose através da diminuicdo na sintese de triglicérides e acidos graxos no
figado e diminui¢cdo do nivel desses compostos no sangue (KAUR & GUPTA, 2002).

Para garantir um efeito continuo, tanto os probidticos quanto os
prebioticos devem ser ingeridos diariamente. Alteragdes favoraveis na composi¢cao
da microbiota intestinal foram observadas com doses de 5 a 20 g de inulina e/ou
oligofrutose, geralmente com a administragdo durante o periodo de 15 dias. Assim
sendo, para garantirem o estimulo da multiplicagdo de bifidobactérias no cdlon,
doses diarias de 4 a 5 g de inulina e/ou oligofrutose s&o suficientes (JELEN & LUTZ,
1998; CHARTERIS et al., 1998; NINESS, 1999; ROBERFROID, 1999).

2.4.3 Principais critérios para classificagao como prebioéticos

Para que uma substancia possa ser definida como prebidtica, ela deve
cumprir os seguintes requisitos (FOOKS et al., 1999): ndo deve ser hidrolisada e
nem absorvida na parte superior do TGI; deve ser fermentada apenas por bactérias
potencialmente benéficas no colon promovendo o crescimento e estimulando a
atividade metabdlica das mesmas; e, ainda, deve alterar a composi¢ao da microbiota
intestinal a favor de uma composi¢cao mais saudavel.

O principal objetivo da ingestdo de prebioticos €& favorecer o
desenvolvimento dos micro-organismos probidticos, principalmente do género
Bifidobacterium (CRITTENDEN & PLAYNE, 1996), pois os mesmos induzem
diversos efeitos benéficos a saude do hospedeiro.
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2.5 MEL DE ABELHA

Mel é o produto alimenticio produzido pelas abelhas meliferas na maioria
das vezes, a partir do néctar das flores, onde as abelhas recolhem, transformam,
combinam com substancias especificas proprias, armazenam e deixam maturar nos
favos da colméia (BRASIL, 2000). E a partir do néctar que é produzido a maioria dos
meéis do mundo. Este € uma solugdo de agucar e agua, podendo conter sacarose
pura ou uma mistura de sacarose, glicose e frutose ou apenas glicose e frutose.
(CRANE, 1983).

O mel é um alimento muito rico e de elevado valor energético, consumido
mundialmente e de extrema importdncia para a saude do organismo humano
quando consumido puro, por apresentar diversas propriedades como antimicrobiana,
curativa, calmante, regenerativa de tecidos, estimulante, dentre outras (BIZARRIA &
FILGUEIRAS, 2003). E composto por, aproximadamente, 83% de carboidratos,
sendo eles frutose, glicose, sacarose, maltose e oligossacarideos. Os outros 17% de
sua composicdo sdo referentes a agua, proteinas, aminoacidos, vitaminas e
minerais (Tabela 1) (RACOWSKI et al., 2007).

TABELA 1 — Composig¢ao nutricional média do mel (g/100g).

Nutrientes Resultado médio (g em Faixa de variagao
100g de mel) (9/1009)
Agua 17,1 12,2 -22,9
Carboidratos totais 82,4 -
Frutose 38,5 -
Glicose 31,0 24,6 — 36,9
Sacarose 10 1,0-10,0
Maltose 7,2 1,7-11,8
Oligossacarideos 1,5 0,1-8,5
Proteinas, aminoacidos, 0,5 -

vitaminas e minerais.

Fonte: RACOWSKI et al. (2007).
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Observando a tabela 1, verifica-se uma grande faixa de variacdo nos
componentes nutricionais dos méis, ja que esse resultado foi encontrado fazendo-se
a média de diversas composicdes existentes para o mel. Isso ocorre porque sua
composi¢cado depende, principalmente, das fontes vegetais das quais ele é derivado,
além de outros fatores como o solo, a espécie da abelha, o estado fisiolégico da
colénia, o estado de maturagcdo do mel, as condigbes meteoroldgicas na ocasido da
colheita, entre outros (PAMPLONA, 1989; CAMPOS, 2003). Dessa forma, diversos
fatores interferem em sua composicdo e por isso dois méis dificilmente serdo
idénticos (ABREU, 2003).

Os niveis de frutose e glicose estdo diretamente ligados a qualidade do
mel, como também as suas caracteristicas fisico-quimicas. A glicose é o
monossacarideo responsavel pela cristalizacdo do mel. A consequéncia dessa
precipitagdo da glicose € o aumento do teor de umidade, o que permite a
multiplicagdo das leveduras osmofilicas presentes naturalmente no mel, levando a
fermentacdo do produto. Méis com elevados teores de frutose e baixos teores de
glicose sdo menos susceptiveis a cristalizagdo, fenbmeno este que diminui a
aceitacao do mel pelos consumidores (MOREIRA & MARIA, 2001).

O mel é um xarope natural contendo principalmente frutose 38,5% e
glicose 31,3%. Contém também maltose 7,2%, sacarose 1,5% e uma variedade de
oligossacarideos representando 4,2% (SHIN & USTUNOL, 2005). Estes ultimos
podem estimular o crescimento, atividade e viabilidade de bactérias benéficas no
trato gastrointestinal, uma vez que sao considerados substancias prebioticas
(MACEDO et al., 2008).

A presenga de uma série de dissacarideos e trissacarideos também tém
sido relatadas por diversos autores (LEITE et al., 2000; SANZ, SANZ & MARTINEZ,
2004). Entre os agucares encontrados a maltose apresentou-se em maiores niveis
nos méis pesquisados (LEITE et al., 2000).

Ja as proteinas estdo presentes em quantidades tracos no mel. Os
acidos organicos representam uma pequena porgdo nos meis, menos que 0,5% dos
sélidos, tendo uma influencia direta do sabor do mel, sendo também importantes na
inibicdo do crescimento de micro-organismos neste alimento (EMBRAPA, 2003).

O mel, além de sua qualidade como alimento, € um produto dotado de
inumeras propriedades terapéuticas, sendo utilizado pela medicina popular sob

diversas formas como fitoterapicos. Destinam-se ao mel inumeros efeitos benéficos
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em varias condigdes patologicas (CAMARGO et al., 2003) como propriedades
antissépticas e antibacterianas, fazendo com que ele seja utilizado como
coadjuvante na area terapéutica em diversos tratamentos profilaticos (STONOGA &
FREITAS, 1991).

Além de propriedades terapéuticas, o mel & considerado um alimento
funcional que apresenta atividade prebidtica e tem como efeito a regulacdo do
transito intestinal, regulagdo da presséao arterial, redugédo do risco de cancer e dos
niveis de colesterol (ANJO, 2004). Entretanto, como os oligossacarideos e
carboidratos do mel variam de acordo com a sua origem floral, espera-se que o
efeito prebiotico também se modifique de acordo com a florada (SILVA et al., 2006).

Dessa forma, diversos estudos com o mel tém sido realizados a fim de
verificar as atividades antimicrobianas e prebidticas de leites fermentados
adicionados de mel.

Foi realizado um estudo em que o objetivo foi verificar a agéo
antimicrobiana do mel em leite fermentado, determinando a faixa de concentragao
ideal do mel para inibicdo de bactérias mesdfilas. Os resultados mostraram que o
mel possuiu efeito inibidor sobre os micro-organismos do leite fermentado
(Lactobacillus spp.) entre concentragdes de 1,5% e 2,5% (RACOWSKI et al., 2007).

Diferentemente da pesquisa anterior, o estudo realizado por Curda e
Plockova (1995) avaliou o efeito do mel em concentracées de (0,1,3,5 e 10%)
adicionados em leite desnatado sobre o crescimento de L. acidophilus e cultura de
bactérias mesdfilas constituida de Lactococcus lactis subsp lactis, Lactococcus lactis
subsp cremoris e Lactococcus lactis subsp lactis biovar diacetylactis. Os resultados
revelaram que apenas o L. acidophilus foi inibido e em concentracdes superiores a
5% de mel.

Ja em outras pesquisas, como a realizada por Chick, Shin e Ustinol
(2001), a adicdo de mel em leites nao foi inibitdria para as culturas. Neste estudo, o
objetivo foi avaliar a influéncia do mel e de outros agucares quanto a acidez e
viabilidade de quatro culturas: Streptococcus termophilus, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus delbrukeii subsp bulgaricus e Bifibobacterium bifidum. O leite foi
suplementado com 5% de mel, 5% de frutose e 5% de sacarose, separadamente.
Como resultado, a adicdo de 5% de mel ndo foi inibitéria para as culturas. Além
disso, todas as culturas permaneceram viaveis, e ainda, a producao de acido latico
pela B.bifidum foi significativamente maior na presengca de mel em relagdo aos



47

outros agucares. Isto porque o mel contém um alto teor de carboidratos
fermentaveis, propiciando uma maior produgédo de acido e, também, o abaixamento
do pH (MACEDO, 2008).

Em seu estudo, VARGA (2006) verificou que a adigao de 1 e 5% (p/v) de
mel em iogurtes refrigerados por 6 semanas a 4°C n&o influenciaram
significativamente as caracteristicas sensoriais do alimento e nem a viabilidade da
cultura composta por Streptococcus termophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus.

Contudo, existem outros estudos ainda que mostram que o mel estimula o
crescimento e a viabilidade das culturas probidticas. Um desses estudos foi o
realizado por Macedo et al.,, (2008). O objetivo foi estudar o efeito do mel, na
concentragcédo de 3%, sobre o crescimento e a viabilidade de culturas de lactobacilos
e bifidobactérias em leite fermentado durante 46 dias de armazenamento a 7 °C. Os
autores encontraram que, no caso dos lactobacilos, o mel ndo interferiu em sua
viabilidade, porém, nas bifidobactérias, o mel exerceu efeito positivo significativo no
crescimento e na viabilidade. Eles verificaram também que, nas duas cepas, o mel
contribuiu para acelerar o metabolismo dos micro-organismos, ou seja, 0 processo
de fermentacgao foi mais rapido que o usual.

No estudo realizado por Kajiwara, Gandhi e Ustunol (2002), eles
verificaram o crescimento de bifidobactérias em meio de cultura suplementado com
5% de mel, por 48 horas de incubacdo a 37°C e anaerobiose. Esses autores
relataram que houve aumento significativo do crescimento das culturas nos meios
suplementados com mel ou oligossacarideos.

Considerando o que foi exposto, percebe-se que, o mel atua de duas
formas quando suplementados em meios contendo micro-organismos: como
antimicrobiano e como prebiético. O que provavelmente as diferencia é a
concentragdo de mel adicionado. Dessa forma, tem-se que encontrar uma
concentracdo adequada para que o mel atue como prebidtico sem inibir o
crescimento dos micro-organismos probioticos, ja que em altas concentragbes ele
atua como antimicrobiano e em baixas, como prebidticos. Isso € bastante dificil
porque o efeito prebidtico do mel depende da quantidade de carboidratos
fermentaveis presentes e a grande maioria dos méis apresentam composi¢coes
bastante diferentes uns dos outros. Entretanto, como a maioria dos estudos indica
que o mel adicionado entre 3% e 5% ¢é eficaz como prebidtico, essas concentracoes
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serdo as utilizadas para a elaboracdo das bebidas fermentadas no presente estudo
(CURDA & PLOCKOVA, 1995; CHICK et al.,, 2001; KAJIWARA et al., 2002;
MACEDO et al., 2008).

O Clostridium botulinum €& uma bactéria esporogénica, anaerobia,
comumente encontrada em solos, sedimentos marinhos e de aguas doces, bem
como no trato intestinal de homens e animais. Condi¢des industriais inadequadas
podem ocasionar 0 seu desenvolvimento e este, por sua vez, produz toxina se |Ihe
forem dadas condi¢gdes como potencial redox, pH, temperatura e umidade. As fontes
de veiculagao por alimentos ocorrem através dos legumes (57%), pescados (15%),
frutas em conservas e condimentos, incluindo o mel (8%) (PIRES, 2011).

Alimentos de origem animal como carnes e derivados s&o os principais
responsaveis por veicular Clostridium botulinum ao homem (JUNEJA et al., 1997). O
mel também pode ser um excelente veiculador de C.botulinum, sendo que as toxinas
dos tipos A e B s&o predominantes (HUHTANEN et al., 1981).

O mel dtilizado na elaboracdo das bebidas foi avaliado
microbiologicamente quanto a pesquisa de esporos de bactérias mesofilas
anaerobicas apesar de nao existirem padrées microbiolégicos atuais para este
produto. Esta analise foi realizada com o intuito de pesquisar a possivel presenca de
Clostridium botulinum, uma vez que as caracteristicas intrinsecas deste alimento
(como a baixa atividade de agua) pode favorecer a contaminag&o por esporos deste

micro-organismo.

2.6 SIMBIOTICOS

O termo foi originalmente empregado em inglés synbiotic, aonde, syn vem
de sinergia e biotic para a vida (MATTILA-SANDHOLM et al., 2002). Refere-se a
alimentos ou suplementos alimentares contendo micro-organismos probidticos e
ingredientes prebidticos (GIBSON, 1999; GIBSON & FULLER, 2000) que podem
aumentar a sobrevivéncia das cepas durante a passagem pelo trato digestivo
superior e chegarem mais viaveis ao célon, pelo fato de seu substrato estar
disponivel para fermentacdo (GIBSON & ROBERFROID, 1995). Ou seja, s&o
produtos com as caracteristicas funcionais dos dois grupos que, atuando juntos, vao
trazer beneficios a saude do hospedeiro.
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O alimento simbidtico age de duas formas para aumentar a populagao de
bactérias benéficas no trato intestinal: a primeira € devido ao consumo do alimento
contendo micro-organismos probioticos; a segunda, através do aumento do numero
de bactérias benéficas ja existentes no trato intestinal por meio do consumo de
prebioticos, que vao estimular os micro-organismos endogenos especificos do
hospedeiro no seu sitio de colonizagdo (COLLINS & GIBSON, 1999;
SCHREZENMEIR & VRESE, 2001; TUOHY et al., 2003).

Para o desenvolvimento adequado de alimentos simbidticos é necessario
selecionar as linhagens de micro-organismos com melhor capacidade de utilizag&o
do prebidtico que sera adicionado ao produto, para se obter um efeito sinérgico na
implantacéo e proliferagdo das bactérias desejaveis (FERREIRA & TESHIMA, 2000)

Apesar do conceito de simbidticos ser relativamente novo, o assunto tem
despertado o interesse de varios pesquisadores nesta area. Na medida em que
esses estudos sdo apresentados e comprovados, o mercado tende a absorver
rapidamente essas novas idéias (TUOHY et al., 2003).

Modler (1994) identificou alguns beneficios decorrentes da adicdo de,
aproximadamente, 15 gramas por dia de frutooligossacarideos a dieta humana,
como o acréscimo de 10 vezes na populagcao de bifidobactérias presentes no colon,
reducdo de 0,3 unidades no valor do pH intestinal e, ainda, decréscimo na
populagao das enterobactérias no intestino grosso.

Mondragon-Bernal (2004) realizou um estudo com a fermentagdo do
extrato hidrossoluvel de soja e verificou que a mistura dos probioticos Lactobacillus
paracasei subsp paracasei, Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium longum
suplementado com frutooligossacarideos, apos 16 a 24 horas de fermentacgéo
atingiu uma contagem de 10'"° UFC/mL de bifidobactérias, o que é considerado uma
alta populagao para B.longum.

Aragon-Alegro et al. (2007) produziram uma mousse de chocolate
simbidtica com micro-organismos probioticos (L.paracasei subsp paracasei) e
ingrediente prebidtico inulina. O alimento foi monitorado durante estocagem de 28
dias a 5° C e mostrou-se um 6timo veiculo para o L.paracasei. Ja a inulina nao
interferiu na viabilidade do micro-organismo que se manteve em um nivel de 10’

UFC/g até o 28° dia de armazenamento.
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Dessa forma, percebe-se que esta havendo um aumento no interesse e,
consequentemente, no numero de pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de

produtos simbidticos visando uma producéo de alimentos cada vez mais saudaveis.

2.7 EXTRATO HIDROSSOLUVEL DE SOJA

Devido a soja ser uma leguminosa com abundéncia no Brasil, fonte
apreciavel de proteinas e lipideos, e ainda, possuir boas caracteristicas quimicas e
nutricionais, tém-se desenvolvido importantes trabalhos visando o seu
aproveitamento na obtencdo de produtos mais atrativos, aceitaveis e de bom gosto
(MONDRAGON-BERNAL, 2009) como tofu, iogurte, sorvete, leite condensado, suco
de frutas e, principalmente, EHS.

O EHS, conhecido popularmente como “leite” de soja, € um dos derivados
nao fermentados obtido a partir do grdo da leguminosa, sendo de facil obtencgao.
Esse produto € bastante utilizado na alimentagdo nos paises orientais, mas apesar
do grande potencial nutricional, ha uma barreira para o seu uso na nossa cultura,
devido ao sabor desagradavel que apresenta (MACFIE et al., 1989) proveniente da
auto-oxidagdo dos acidos graxos poliinsaturados e/ou da agdo enzimatica das
lipoxigenases que formam compostos volateis responsaveis pelos sabores descritos
como rangoso ou de feijdo cru (AMES, 1988; LIU, 1997; MACLEOD & TORRES-
PENARANDA et al., 1998).

Entretanto, recentemente a industria nacional tem feito uso de novas
tecnologias na obtencdo do EHS para o mercado brasileiro apresentando uma
melhor qualidade sensorial. Novos produtos comerciais a base de extrato
hidrossoluvel em combinacdo com sucos de frutas tém obtido éxito no mercado,
indicando que os consumidores podem estar mudando suas atitudes e conceitos
com relag&o aos produtos a base de soja (BEHRENS & SILVA, 2004).

Uma tecnologia que esta sendo bastante utilizada para melhorar a
qualidade sensorial de EHS é a fermentagdo. Aliada a suplementagdo com
sacarose, glicose e lactose (BEHRENS et al., 2004) a fim de servir de substrato para
as bactérias fermentadoras, esse processo tecnoldgico € conhecido por aumentar o
valor nutricional, melhorar a aceitabilidade dos produtos derivados da soja (ROSSI et

al., 1999) e, ainda, reduzir os agucares que causam flatuléncia (CHAMPAGNE et al.,
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2005), os oligossacarideos, por ndo serem digeridos pelo organismo humano.
Concomitantemente com a fermentacdo, outra tecnologia no qual o EHS de soja
estd sendo bastante submetido € o tratamento térmico. Na presenca de altas
temperaturas, as enzimas lipoxigenases presentes no grdo s&o inativadas, n&o
formando os compostos volateis de baixo peso molecular, responsaveis pelo gosto
desagradavel desses alimentos. S&o inativados também os inibidores de proteases
antitripsina e hemaglutinina considerados fatores indesejaveis por diminuir a
digestibilidade protéica (HOU et al., 2000).

Produtos derivados da soja tém se revelado veiculos apropriados de
culturas probitticas (KOMATSU et al., 2008). A presenga de prebidticos no EHS
como os oligossacarideos rafinose e estaquiose e a presenga de outros fatores
bifidogénicos como os outros agucares - sacarose, frutose, glicose, galactose -, as
vitaminas do complexo B e as fontes de nitrogénio das proteinas da soja, fazem
dessa bebida um meio excelente para o crescimento das bifidobactérias (CHOU E
HOU, 2000; HOU et al., 2000; CHIARELLO, 2002) e de outros micro-organismos
probiéticos.

Estudos recentes tém indicado uma série de beneficios para a saude com
o sinergismo entre os produtos da soja e os micro-organismos probioticos. Quando
adicionadas em meio com soja, as cepas isoladas ou em misturas, irdo consumir os
mono, di e oligossacarideos provenientes do grao e do substrato que for inserido,
produzindo principalmente acido lactico com leve produgéo do acido acético o que &
bastante benéfico sensorialmente, tanto pela diminuicdo do flavor original da soja
quanto pela melhora na digestibilidade (HOU et al., 2000; MONDRAGON-BERNAL,
2004).

Um estudo em que foi possivel verificar esse sinergismo foi realizado por
Mondragon-Bernal (2004). Nesta pesquisa, estudou-se o desenvolvimento de
algumas espécies de probioticos (Bifidobaterium longum, Lactobacillus acidophilus e
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei) em cultura pura e em mista, em extrato
hidrossoluvel desengordurado de soja, com e sem adi¢cédo de frutooligossacarideos.
Verificou-se que as culturas puras de L. paracasei subsp. paracasei e B. longum tém
6timo crescimento em EHS, sendo um excelente meio para o cultivo de probidticos.
Cinco anos depois, Mondragon-Bernal (2009), avaliou o crescimento de
Lactobacillus rhamnosus como cultura pura e em mistura com os probidticos

anteriormente estudados em EHS com e sem adi¢c&do de sacarose, e observou que o
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crescimento do inéculo puro de Lactobacillus rhamnosus foi baixo, ndo atingindo
uma boa quantidade como no caso dos outros microrganismos. Ja em meio
contendo sacarose e a mistura de probidticos, além de aumentar a contagem total
dos probidticos na bebida houve um favorecimento da estabilidade do produto em
relagdo a sinérese e ao comportamento reoldgico, mostrando assim, que o
sinergismo atuou de maneira positiva no crescimento dos probio6ticos.

Em termos de valor nutritivo o extrato de soja compara-se ao leite de
vaca, por conter: entre 3 a 4 % de proteinas, sendo deficiente nos aminoacidos
sulfurados metionina e cisteina; € boa fonte de vitamina B, com excecao da B12, por
nao ser um produto de origem animal; e, ainda, € fonte de oligossacarideos, a
rafinose e a estaquiose (MONDRAGON-BERNAL, 2004). Porém, o contetdo de
calcio é baixo, contendo apenas 4 mg em 100 mL de EHS contra 123 mg/100 mL de
leite de vaca (PHILIPPI, 2002).

Segundo o Instituto Nacional de Doengas Digestivas, Renais e Diabetes,
nos Estados Unidos, cerca de 75 % da populagdo mundial € intolerante a lactose.
Assim, a substituicdo do leite de vaca pelo EHS seria perfeita nutricionalmente,
quando se referisse a qualidade e quantidade de proteina, porém, ao considerarmos
a quantidade dos micronutrientes como, por exemplo, o calcio, o EHS ndo se torna
adequado substituto do leite bovino, devido ao baixo conteudo desse mineral
(HEANEY et al., 2000).

2.8 VIDA DE PRATELEIRA

Os alimentos que foram processados, mesmo tendo a deterioragcao
microbiana sob controle, passam por diversas transformag¢des no seu periodo de
vida util como alteragdes na cor, sabor, consisténcia, qualidade nutricional e
funcional, dentre outras, sendo varios os fatores que influenciam na velocidade
dessas reagbes como temperatura, umidade, atividade de agua, acidez, teor de
oxigénio, etc. Além disso, por serem considerados materiais biolégicos, os alimentos
sdo sistemas bastante complexos onde ocorrem diversas reacdes a0 mesmo tempo
com diferentes cinéticas, sendo assim, dificil determinar com precisdo o seu tempo
de vida de prateleira (MOURA & GERMER, 2004).
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Vida de prateleira € o periodo de tempo no qual um alimento se mantém
seguro para o consumidor, mantendo suas caracteristicas sensoriais, fisicas,
quimicas e funcionais desejadas, sob as condigbes de armazenagem recomendadas
na embalagem. Ou seja, o alimento enquanto valido tem que cumprir duas
condigdes essenciais: seguranga e qualidade (DIAS, 2007).

A vida de prateleira de um alimento € normalmente estimada com base
em produtos semelhantes existentes no mercado. No entanto, em alimentos que se
tenha que determinar a vida de prateleira, a maneira mais usual € simular as
condigbes nas quais o produto € submetido, desde a producgdo até a estocagem,
registrando as suas evolugdes e alteragdes ao longo do tempo (DIAS, 2007). Para
isso, identificam-se quatro fatores fundamentais para a determinacgao da vida util do
produto: a sua formulagcdo, o seu processamento, a embalagem utilizada e as
condigcbes de estocagem. Depois, € preciso monitorar e controlar os parametros
desses processos, e assim, determinar o final do tempo de vida de prateleira, ou
seja, 0 momento em que o produto ndo € mais seguro para o consumo (LEWIS &
DALE, 1996). Porém, esse tipo de determinagao é mais utilizado para produtos com
periodo de validade curto, ja que para os produtos com longo periodo de validade,
isso significa uma grande disponibilidade de tempo e dinheiro para as sucessivas
analises (DIAS, 2007).

2.8.1 Vida de prateleira de leites fermentados a base de EHS

Como foi citada anteriormente, a vida de prateleira dos alimentos
depende basicamente de quatro fatores: formulagdo, processamento, embalagem e
condicdes de estocagem.

Para a formulacédo e processamento é preciso estudar as caracteristicas
intrinsecas do produto que podem influenciar na sua vida util para sabermos quais
sdo as possiveis reacdes que podem ocorrer durante o processamento e, ainda,
garantir a qualidade dos ingredientes através das boas praticas de fabricagdo. O
leite fermentado de soja é um produto com baixo pH e alta acidez, podendo ocorrer
desestabilidade da estrutura protéica e coagulacdo, visto que as proteinas do leite
de soja apresentam ponto isoelétrico em pH préximos a 5,8 (MONDRAGON-
BERNAL, 2004). A alta acidez acaba por interferir também nas caracteristicas
organolépticas do produto, pois apresentara um gosto “amargo”. A alta atividade de
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agua faz com que o produto seja perecivel e necessite de refrigeragdo apos o seu
processamento para a manutengao das caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e
microbioldgicas, no caso, a viabilidade das cepas probioticas. Por ser um alimento
rico em proteina e por conter culturas lacteas, ocorrera protedlise por esses
microrganismos e essa devera ser monitorada visto que se a quebra de proteinas for
muito intensa podera ocorrer modificacdo na consisténcia da bebida, diminuindo a
sua aceitacdo pelos consumidores. Por se tratar de um alimento fermentado, devera
ser monitorada a acidez e o pH ja que durante a fermentagdo ha consumo de glicose
e a formagao de acidos pelas bactérias. E por ser um alimento probiético, devera ser
monitorada a viabilidade dos micro-organismos durante o processamento e, depois,
durante o armazenamento do produto (SOUZA, 1990; ELLIS, 1996; VASILJEVIC &
SHAH, 2008; KOMATSU et al., 2008).

Por fim, as condigbes de estocagem s&o bastante importantes para que o
produto mantenha a sua qualidade durante o armazenamento. Neste caso, as
condigbes sdo um ambiente refrigerado com temperatura entre 0 a 8°C para que
ocorra uma diminuigdo nas reagdes de transformacdo do produto, ja que nesse
ambiente as velocidades das reagdes quimicas, enzimaticas e microbiologicas s&o
diminuidas (ELLIS, 1996).

Na maioria dos trabalhos envolvendo a determinagao da vida de prateleira
em produtos fermentados de soja, as bebidas foram armazenadas em embalagens
estéreis, de vidro ou de plastico, a 4°C, durante aproximadamente 28 dias, sendo
realizadas analises nos dias 1, 7, 14, 21 e 28. As analises realizadas, na grande
parte dos estudos, foram: pH, acidez total titulavel, sinérese e viabilidade dos micro-
organismos probidticos. Também foram realizadas analises sensoriais para verificar
se houve mudancga na aparéncia, no sabor e na consisténcia dos produtos durante a
estocagem. O que é diferenciado nesses trabalhos é a frequéncia durante os 28 dias
de realizagcdo dos testes sensoriais. Alguns autores avaliaram apenas no 1° e 28°
dia; outros, no 1°, 7°, 14°, 21° e 28° dia, juntamente com as outras analises. Poucos
autores relataram terem realizado a analise microbiolégica dos produtos com o
intuito de avaliar a deterioragdo por microrganismos patogénicos ou deteriorantes
(MONDRAGON-BERNAL, 2004; HAULY et al., 2005; KEMPKA et al., 2008;
EVANGELISTA, 2011).

Apesar de existirem varios métodos para a determinacdo da vida de
prateleira de um produto, como analises dos produtos, analises estatisticas, ou
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ainda, estimativas com bases nas datas de validades de outros produtos, devemos
levar em consideracdo que qualquer uma dessas determinagdes raramente vai ser
igual a realidade, pois erros e problemas irdo sempre existir durante a cadeia de
distribuicdo e, principalmente, durante 0 manuseio pelo consumidor, razdo pelas
quais muitas empresas optam por uma margem extra de seguranga nas datas de
validade (DIAS, 2007).

Esses erros existem por se tratar de alimentos, que s&o sistemas
extremamente complexos, nos quais diversas reacdes de deterioracdo ocorrem
simultaneamente, com diferentes cinéticas, dificultando a previsao do tempo em que
o produto se mantém viavel. Mesmo tendo a deterioracdo microbiana sob controle,
outras reacdes tais como alteragdes de cor, sabor, textura e qualidade nutricional e
funcional podem comprometer o alimento. E sdo varios os fatores que vao
influenciar a velocidade dessas reagbes como a temperatura, umidade, atividade de
agua, acidez, teor de oxigénio, presenca de catalisadores, dentre outros
(EVANGELISTA, 2011).

2.9 ANALISE SENSORIAL

A exigéncia cada vez maior por parte dos consumidores esclarecidos
aliados a busca incessante por uma alimentagcao mais saudavel e nutritiva contribui
para que haja um aumento crescente na demanda por desenvolvimento de novos
produtos e processos. Porém, € importante salientar que os alimentos ndo devem
atender apenas as necessidades nutricionais, uma vez que os atributos sensoriais
como aparéncia, consisténcia, sabor, dentre outros, sdo de extrema importancia
para a aceitagdo de novas formulagées no mercado (DELIZA et al., 2003; BARBOZA
et al., 2003).

Ainda que os nutrientes sejam importantes, os alimentos ndo podem ser
vistos apenas como uma forma de veicula-los, uma vez que possuem significados
culturais, comportamentais e afetivos intrinsecos a cada um deles e que jamais
poderiam ser desprezados. A alimentagcdo deve ocorrer, portanto, em funcdo do
consumo de alimentos e n&o de nutrientes. Os produtos alimenticios apresentam
cor, forma, aroma, sabor e textura, e todos esses componentes precisam ser

levados em considerag&o no desenvolvimento de novos produtos (BRASIL, 2008).
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A qualidade de um alimento nos atributos sabor, aroma, textura e
aparéncia € avaliada através de testes de analise sensorial. Essa analise € bastante
usada em pesquisas por industrias para verificar a preferéncia e aceitacdo de um
determinado produto antes de ser langado no mercado, a fim de apenas iniciar a
producdo de produtos que serdo realmente consumidos e, consequentemente,
proporcionarao lucros a empresa (DUTCOSKY, 1996).

A Associagao Brasileira de Normas Técnicas — ABNT — define a analise
sensorial como uma metodologia cientifica utilizada para evocar, medir, analisar e
interpretar reacdes as caracteristicas dos alimentos e materiais como sao
percebidas pelos sentidos da vis&o, olfato, gosto, tato e audicdo (ABNT, 1993).

De acordo com Stone & Sidel (2004), apenas a partir do ano de 1979 a
qualidade sensorial dos alimentos passou a ser considerada como resultado da
interagdo entre o alimento e o homem. No inicio, antes dos anos 40, ela era
determinada exclusivamente pelo proprietario da industria. Nas décadas de 40 e 50,
foi iniciada a utilizacdo de métodos quimicos e instrumentais para a determinacéo da
qualidade sensorial, devido a presenga nas industrias alimenticias de técnicos das
areas farmacéuticas e quimicas. Ja nas décadas de 50 e 70, houve a inclusdo do
homem como instrumento de medida nas caracteristicas sensoriais dos alimentos
culminando com o reconhecimento da qualidade sensorial como resultado da
interacdo entre alimento e homem, bem ao final da década de 70, no ano de 1979
(STONE & SIDEL, 2004).

Nas industrias de alimentos mais modernas todas as atividades sédo
desenvolvidas baseadas nas preferéncias dos consumidores (KOEHL et al., 2008)
tornando assim, a avaliagdo sensorial, um importante instrumento de auxilio para o
mercado alimenticio.

Os métodos sensoriais se dividem em dois grupos: analiticos ou objetivos
e afetivos ou subjetivos (ABNT, 1993).

Os métodos analiticos ou objetivos podem ser subdivididos em:
discriminativos (ou de diferenga), de sensibilidade e descritivos. Os testes de
diferenca indicam se existe ou nao diferenca perceptivel entre as amostras. Os
testes de sensibilidade medem os limites de percepcdo de um ou mais estimulos
pelos 6rgéos dos sentidos. Os métodos descritivos sdo aplicados com o objetivo de
caracterizar qualitativa e quantitativamente das amostras (ABNT, 1993).
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Ja os testes subjetivos ou afetivos sdo aqueles que visam conhecer a
aceitacdo do consumidor sobre o produto (testes de aceitagédo) e/ou a preferéncia no
julgamento de diferentes amostras (testes de preferéncia) (ABNT, 1993). Tém como
objetivo principal avaliar a resposta pessoal (preferéncia ou aceitacdo) de
consumidores habituais ou potenciais a um produto. Sdo classificados em
quantitativos e qualitativos, sendo que os testes afetivos quantitativos sdo aqueles
que determinam as respostas de um grande grupo de consumidores (n = 50 até
mais de 100) para um grupo de perguntas referentes a aceitacéo e preferéncia dos
produtos (MEILGAARD et al., 2007) e podem ser aplicados nas seguintes situagdes:

* Na determinagdo da aceitagédo e preferéncia global de um produto por meio
de uma amostra de consumidores representativa da populagdo a qual o

produto se destina;

* Na determinagdo da aceitacdo e preferéncia do produto em relacdo aos
atributos sensoriais do mesmo como aparéncia, aroma, sabor, textura, dentre
outros visto que o estudo das variaveis intrinsecas (relacionadas ao alimento)
e extrinsecas (relacionadas a embalagem e a rotulagem) do produto pode
levar a um melhor conhecimento dos fatores que afetam a aceitacéo e

preferéncia do mesmo;

e E, por fim, para medir as respostas de aceitacdo de um produto pelos
consumidores em relagdo a um atributo sensorial especifico, como exemplo,
nos testes com escalas heddnicas, escalas de intensidade ou escalas do
ideal (MEILGAARD et al., 2007).

De acordo com a ABNT (1993), o termo “aceitacdo” €& utilizado para
caracterizar o ato de um determinado individuo ou populacdo ser favoravel a
consumir um produto. “Aceitabilidade” € o grau de aceitagdo deste produto que ja foi
aceito por um determinado individuo ou populacédo, em termos de suas propriedades
sensoriais. Ou seja, a mensuragédo da aceitagdo. Ja “preferéncia” € a expresséo do
estado emocional ou reacédo afetiva de um individuo que o leva a escolha de um

produto sobre outro(s).
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Escalas hedbnicas sdo empregadas para indicar o grau de aceitagdo ou
de rejeicdo de um produto o que significa indicar o grau do quanto gostaram ou
desgostaram do produto (MEILGAARD et al., 2007). A selecédo das escalas a serem
utilizadas em um teste de aceitagao € considerada um dos pontos mais importantes
no planejamento experimental. Sua escolha tem que ser baseada de acordo com os
objetivos do teste, o publico-alvo e as caracteristicas do produto (STONE & SIDEL,
2004).

As escalas balanceadas sdo as melhores por apresentarem de forma
igualitaria 0 mesmo numero de termos positivos e negativos, o que nao ocorre com
as escalas ndo balanceadas. Estas, ndo s&o muito utilizadas por apresentarem
numero maior de categorias do lado positivo da escala em relagdo ao negativo.
Assim, o lado negativo acaba apresentando os termos mais espagados, sendo de
dificiil compreensdo para o provador e fornecendo resultados frequentemente
errdbneos. As escalas hedodnicas verbais mais indicadas s&o as de nove, sete e cinco
pontos, as quais trazem como pontos ancora superior e inferior as expressodes
‘gostei extremamente” e “desgostei extremamente”, respectivamente, e como ponto
central “ndo gostei nem desgostei” (FERREIRA et al., 2000; MEILGAARD et al.,
2007).

As condigbes psicolégicas dos provadores podem afetar diretamente os
resultados dos testes sensoriais, assim como as condigcbes ambientais. Para se
realizar corretamente a avaliagdo sensorial de alimentos, muitas variaveis precisam
ser rigorosamente controladas dentre elas, as que merecem destaque sdo o
ambiente dos testes, a preparacdo e apresentacdo das amostras e a equipe de
provadores (PIZARRO, 2003). Entre os varios tipos de testes sensoriais de
aceitacado sensorial existentes o mais frequentemente utilizado € aquele conduzido
em ambiente de laboratério, devido a possibilidade de assegurar o controle de todas
as condi¢cdes do mesmo (STONE & SIDEL, 2004).

Para a avaliagdo de produtos fermentados, a escala hedbdnica de nove
pontos € a mais utilizada (DUTCOSKY, 2007), ela & convertida em escores
numericos que sao analisados estatisticamente para determinar a diferenga no grau
de preferéncia entre amostras (IFT, 1981).

O teste de “Intengcdo de Compra” € comumente aplicado em paralelo ao
de aceitacdo com o objetivo de prever a intencdo de compra de produtos em

desenvolvimento ou avaliar a atitude de compra do consumidor em relagdo aqueles
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produtos ja existentes no mercado alimenticio. De forma pratica, com os resultados
deste teste, pode-se obter respostas para ajustar a produgdo e determinar
estratégias de divulgacédo dos produtos, ou ainda, estimar a demanda do mercado
consumidor de um novo produto (ARMSTRONG et al., 2000).

De acordo com Meilgaard et al. (2007) a escala de Intencdo de Compra
deve ser composta por cinco pontos na qual 1 corresponde a “certamente nao
compraria”; 2 a “possivelmente ndo compraria”; 3 a “talvez comprasse, talvez nao

comprasse”; 4 a “possivelmente compraria”; e, por fim, 5 a “certamente compraria”.
2.10 METODOLOGIA DE PRODUCAO DE BEBIDAS FERMENTADAS

A tecnologia das fermentacdes vem sendo bastante estudada e revisada
por muitos autores como Rasic & Kurmman (1992), Tamime & Robinson (2001),
Dave & Shah (1996, 1998), Vinderola & Reinheimer (1999, 2000), dentre outros
pesquisadores. Entretanto, a maior parte da metodologia de produgao de leites (leite
de vaca) fermentados se mantém a mesma como, por exemplo, a homogeinizagéo
dos ingredientes e uso de altos tratamentos térmicos para a esterilizag&o do leite.

Alguns aspectos da metodologia de producdo que devem ser tratados
com maiores cuidados por variar de acordo com o produto a ser desenvolvido (como
iogurtes ou leites fermentados ou bebidas lacteas, etc) incluem: micro-organismos
que constituirdo as culturas iniciadoras; temperatura e periodo de incubacao;
proporgao do inéculo e produgdo da cultura iniciadora. O uso de equipamentos de
desaeragao do leite € altamente necessario quando se tratar de fermentacdo por
bifidobactérias, visto que a presenga de oxigénio no leite pode prolongar o periodo
de incubagao das culturas (MONDRAGON-BERNAL, 2004).

2.10.1 Processo fermentativo

A atividade fermentativa dos micro-organismos € responsavel pela
produgdo e caracteristicas de muitos alimentos como queijos, iogurtes, leites
fermentados, conservas, chucrute e linguigcas. Os alimentos fermentados sé&o
considerados mais estaveis por possuirem uma vida de prateleira maior do que a

matéria prima da qual foram originados. Além disso, possuem aroma e sabor
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caracteristicos que resultam direta ou indiretamente dos organismos fermentadores
(JAY, 2005).

Parametros intrinsecos e extrinsecos dos alimentos interferem na
atividade de crescimento destes micro-organismos como, por exemplo, quando o
alimento in natura € rico em agucares livres e € acidificado, leveduras irdo se
desenvolver rapidamente produzindo alcool e restringindo, dessa forma, as
atividades de outros micro-organismos naturalmente presentes no alimento.
Entretanto, se a acidez de um produto permitir um bom crescimento bacteriano e, ao
mesmo tempo, este alimento conter altas concentracbes de agucares simples, € de

se esperar o crescimento de bactérias acido-laticas (JAY, 2005).

2.10.2 Definigao de fermentagao

Prescott e Dunn (1957) e Doelle (1975) discutiram a histéria do conceito

de fermentagcdo e concluiram que o termo € normalmente definido como “um
processo nas quais transformacbdes quimicas sado realizadas em um substrato
organico pela agdo de enzimas produzidas por micro-organismos”. Ja
bioquimicamente, a fermentacao é o processo metabdlico nos quais carboidratos e
compostos relacionados sao parcialmente oxidados, resultando em liberacdo de

energia. (JAY, 2005).

2.10.3 Bactérias laticas e a fermentacao latica

A fermentacédo latica é realizada pelas bactérias pertencentes ao grupo
latico ou bactérias laticas. Fazem parte deste grupo os seguintes géneros
bacterianos: Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus,
Enterococcus, Carnobacterium, Vagococcus (FRANCO, 2008) dentre outros. Todos
0s membros desse grupo apresentam a mesma caracteristica de produzir acido
latico a partir de hexoses (JAY, 2005).

As bactérias acido-laticas s&o divididas em dois grupos, com base em
seus produtos finais no metabolismo da glicose. Aquelas que produzem acido latico
como unico ou principal produto da fermentagdo da glicose sao designadas
homofermentativas como as bactérias dos géneros Pediococcus, Streptococcus,
Lactococcus, Vagococcus e alguns Lactobacillus. Ja as bactérias laticas que
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produzem a mesma quantidade molar de lactato, diéxido de carbono e etanol a partir
de hexoses sdo chamadas de heterofermentativas e sdo exemplos as bactérias dos
géneros Leuconostoc, Oenococcus, Weissella, Carnobacterium, Lactosphaera e
alguns Lactobacillus (JAY, 2005). Estas espécies sdao mais importantes do que os
homofermentativos por produzirem substancias responsaveis pelo aroma e sabor,
tais como acetaldeido e diacetil (FRANCO, 2008).

2.10.4 Vias fermentativas

As diferengas entre as bactérias laticas homo e heterofermentadoras tém
base genética e fisiologica. As homolaticas apresentam as enzimas aldose e
hexose-isomerase, mas ndo tém a fosfocetolase, e utilizam a via de Embden-
Meyerhof-Parnas (EMP) para produzir duas moléculas de lactato para uma de
glicose. Ja as heterolaticas apresentam a fosfocetolase, mas ndo a aldolase e a
hexose-isomerase e, em vez de utilizarem a via EMP na degradagao de glicose,
usam ou a via do monofosfato-hexose ou a via das pentoses (FRANCO, 2008).

Mais recentemente, o género Lactobacillus foi organizado em trés grupos
baseados basicamente nas caracteristicas fermentativas (STILES & HOLZAPFEL,
1997):

- Homofermentativas obrigatoérias = inclui as espécies L.acidophilus, L.bulgaricus,
L.delbrueckii, etc. Estas sao termobactérias e ndo fermentam pentoses;

- Heterofermentativas facultativas = inclui as espécies L.casei, L.plantarum, L.sake,
etc. Estas bactérias fermentam pentoses;

- Heterofermentativas obrigatérias - inclui as espécies L.fermentum, L.brevis,

L.reuteri, L.sanfrancisco, dentre outras. Elas produzem C02 a partir da glicose.

As bactérias acido-laticas precisam de aminoacidos, vitaminas B e bases
puridicas e pirimidicas para o seu crescimento/desenvolvimento. Embora sejam
mesofilicas, algumas delas podem crescer em temperaturas abaixo de 5°C ou acima

de 45°C. Com relagdo ao pH, algumas podem crescer abaixo de 3,2, outras acima
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de 9,6, mas a maioria cresce numa faixa de pH entre 4,0 e 4,5. As bactérias acido-

laticas s&o pouco proteoliticas e lipoliticas (JAY, 2005).

2.10.5 Metodologia de produc¢ao do EHS

Entre os meétodos utilizados para a obtencdo do EHS destacam-se

(SAAD, 2011):

Método de Cornell (Cornell method): é também conhecido como
método de trituracdo a quente. Nesse método, a soja descascada, néo
deixada de molho, é esmagada em um triturador pré-aquecido com agua
quente e a suspensdo obtida é mantida em temperatura elevada (entre

80°C e 100°C) no triturador para completar a inativagdo da lipoxigenase.

Método de lllinois (/llinois method): desenvolvido na Universidade de
lllinois — EUA, também denominado método do pré-branqueamento, é
iniciado com um branqueamento em agua fervente dos graos, para
garantir a inativagdo enzimatica. Os graos s&o drenados e triturados com

agua fria, a suspenséo é aquecida a 93,3°C e entdo homogeneizada.

Método da hidratagdo rapida (Rapid hydration hydrothermal
cooking): A soja moida é transformada em farinha, sendo depois
misturada com agua quente para a obtencdo da suspensdo, que é
rapidamente submetida a uma corrente de vapor a 154°C por 30
segundos, para a inativagdo da lipoxigenase. A suspenséo €, entdo,
resfriada, ajustada para 10% de solidos com adicdo de agua e,

finalmente, centrifugada.

Método empregado na Unidade de Desenvolvimento e Produgao de
Derivados de Soja (UNISOJA): a soja descascada é imediatamente
levada a um cozimento a 95°C por 14 minutos. Os gréos, depois de
escorridos, sao resfriados, adicionados de antiespumante e levados a
uma extratora denominada de unidade basica de extracdo, onde os graos

sao triturados em um sistema de moinho de facas e o residuo é separado
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do extrato hidrossoluvel por processo de centrifugacgéo e filtracdo em telas
metalicas. O extrato obtido é automaticamente misturado, em proporgao
pré-definida, com a calda (produto constituido de agua, acgucar, sal,
bicarbonato de sddio, corante e aromatizante), acrescido de seis partes
de agua, pasteurizado e embalado.

Uma etapa importante da produg¢ao do EHS é o tratamento térmico, pois
permite a inativagcdo da enzima lipoxigenase que € a responsavel por promover a
oxidagao dos acidos graxos poliinsaturados, com consequente formagao de aldeidos
(n-pentanal e n-hexanal), compostos conhecidos por serem responsaveis pelo sabor
desagradavel dos derivados de soja. Aléem disso, 0 aquecimento permite a redugéo
de fatores antinutricionais presentes no grdo in natura como, por exemplo, os
inibidores da tripsina (MAIA et al., 2006).

A industria alimenticia vem investindo atualmente no aprimoramento do
processo de obtengdo do EHS, disponibilizando no mercado uma grande variedade
de produtos. E ainda, o EHS constitui-se no ingrediente base, matéria prima, para a
elaboragdo da maioria dos produtos derivados da soja com caracteristicas
probidticas e prebiodticas. Um exemplo desses produtos é o “iogurte” de soja (SAAD,
2011).

2.10.6 Metodologia usual de producao do “iogurte” de soja

O EHS é misturado com dleo de soja (0,8% v/v), emulsificante (0,3% p/v),
lactose (1,0% pl/v), utilizada como carboidrato fermentavel pelos micro-organismos e
sacarose (6% p/v), com a finalidade de conferir o grau de dogura desejavel. Todos
esses constituintes sdo homogeneizados por 5 minutos em agitador mecéanico de
pas, em velocidade maxima. Em seguida, € iniciado o tratamento térmico da mistura,
sendo que a 80°C é adicionado o espessante (gelatina — 0,5% p/v) e os solidos
desengordurados de leite (2,5% p/v), com a finalidade de melhorar a textura e de
fornecer ao produto acabado um leve sabor e aroma de produto lacteo. A mistura &
aquecida até 95°C e mantida nessa temperatura por 5 minutos, sendo, em seguida,
resfriada a 45°C e inoculada com 3% p/v de cultivo bacteriano. Apds a inoculagao, a
mistura é incubada (42°C ou 37°C, dependendo do cultivo) por um periodo suficiente
para que o pH diminua de 6,7 para 4,3. Normalmente, esse tempo corresponde a
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aproximadamente 6 horas de fermentagdo. Finalmente, o produto € resfriado e
mantido sob refrigeracdo por 12 horas, periodo importante para que o estabilizante
exerga o seu papel, podendo depois ser corado, aromatizado, homogeneizado e
embalado (SAAD, 2011).

2.10.7 Padrao de Identidade e Qualidade (PIQ) de alimentos com soja

Foram seguidos os padrdes de identidade e qualidade (PIQ) para
alimentos com soja, mais especificamente baseados na RDC n° 91, de 18 de
outubro de 2000 que trata do Regulamento Técnico para Fixagdo de Identidade e
Qualidade de Alimento Com Soja (ANVISA, 2000).

2.10.8 Metodologia de producao de extrato hidrossoluvel de soja fermentado

por lactobacilos probiéticos

Nos trabalhos relacionados ao desenvolvimento de bebidas fermentadas
a base de EHS, as metodologias de produgdo sédo bastante semelhantes, variando
apenas a concentracdo do indculo, a temperatura de incubacdo, as culturas
probidticas utilizadas e, consequentemente, o tempo de fermentacdo das bebidas
(KOPPER, 2009; MONDRAGON-BERNAL, 2004; BEHRENS, 2002; BARBOSA,
2007; EVANGELISTA, 2011). Assim, apresentam basicamente o mesmo fluxograma
de produgédo como sera mostrado a seguir na figura 1:
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Pesagem dos ingredientes

Esterilizacdo das formulagdes
(extrato de soja + agua)

Resfriamento a 42°C

Adigao das culturas
probidticas

Fermentagdo com
monitoramento do pH e ATT

Quebra do coagulo

Adicao de corantes,
aromatizantes, agucar, etc

Homogeinizagao

Embalagem

Armazenamento a baixas
temperaturas

FIGURA 1 - Fluxograma da metodologia de produgdo de bebidas fermentadas a
base de EHS.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Matéria prima

Para o preparo das bebidas fermentadas foi utilizado como matéria prima:
extrato de soja em p6 Provesol da Olvebra®, mel de abelha Santa Barbara®, base
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mascarante para leite de soja Lactosoja® e aroma/esséncia com corante (emuls&o)
sabor mel Lactosoja®. No apéndice A encontra-se a ficha técnica do extrato de soja

em po Provesol.

3.2 Culturas probidticas

Foram utilizadas as culturas puras comerciais liofilizadas em embalagens
lacradas dos micro-organismos probioticos pertencentes as espécies Lactobacillus
acidophillus e Lactobacillus casei fornecidas pela Christian Hansen®.

3.3 Analises microbiolégicas e fisico-quimicas das matérias-primas

3.3.1 Analises microbiolégicas

O mel adicionado na bebida fermentada a base de extrato de soja foi
analisado pelo Instituto de Tecnologia de Alimentos - ITAL - do Centro de Ciéncia e
Qualidade de Alimentos de Campinas/SP com relagdo a presenga de esporos de
bactérias mesofilas anaerdbicas, em triplicata, para assegurar a qualidade da bebida
quanto a presenga de bactérias do género Clostridium, principalmente pertencentes
a espécie de Clostridium botulinum.

Nesse estudo, o mel foi enviado para analise em Laboratorio externo.
Entretanto, essa analise é de alto custo, inviabilizando que esta seja a forma mais
viavel de garantir a seguranga do produto, caso seja o interesse de uma possivel
producdo comercial das bebidas. Dessa forma, determinou-se que somente as
bebidas adicionadas de mel apdés a fermentacdo seriam analisadas
sensorialmente, para garantir a qualidade higiénico-sanitaria das mesmas devido
ao baixo pH, conforme ja foi explicado anteriormente.

Foram realizadas analises microbiolégicas na matéria-prima extrato de
soja e em todas as bebidas fermentadas prontas, a fim de assegurar a qualidade
microbiolégica das mesmas para a analise sensorial. Essas analises foram
realizadas no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos da Faculdade de Farmacia
(FAFAR/UFMG) segundo as recomendacdes da Resolucdo RDC n° 12 de 2 de
janeiro de 2001 (BRASIL, 2001), que estabelece os padrdes microbioldgicos para
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todos os tipos de alimentos, seguindo-se especificamente os padrdées determinados
para produtos a base de soja.

As analises realizadas foram as seguintes: contagem de coliformes a
45°C ou termotolerantes, de acordo com o método da American Public Health
Association — APHA - (2001); detecgdo de Salmonella sp., utilizando-se o método da
Internacional Organization for Standardization — ISO — n° 6579 (2007); e, contagem
de B. cereus de acordo com a metodologia proposta pela APHA (2001).

3.3.2 Analises fisico-quimicas

As determinagdes de cinzas, umidade, proteinas e lipideos da matéria
prima extrato de soja em po6 foram feitas de acordo com os métodos oficiais da
AOAC (1995) e realizadas no Laboratorio de Analise da Qualidade do Leite na
Escola de Veterinaria da UFMG.

3.4 Desenvolvimento das bebidas fermentadas

3.4.1 Contagem e padronizagao dos inéculos de L.acidophilus e L.casei

Para a elaboracao das bebidas fermentadas a base de soja, foi realizada
a contagem das células viaveis dos envelopes dos microrganismos liofilizados,
fornecidos pela Christian Hansen®, de acordo com a metodologia proposta por
Vinderola e Reinheimer (2000) e modificada por Mondragén-Bernal (2004). Para
isto, os envelopes foram abertos em condi¢cdes assépticas e, em seguida, foi pesado
1g de cada cultura liofilizada na camara de fluxo laminar e adicionados em frascos
Erlenmeyer contendo 100 mL de EHS a 6%. Os frascos foram agitados durante 20
minutos para uma boa homogeneizagdo dos inoculos e, depois, adicionados em
frascos Erpendorf de 1 mL para serem congelados e mantidos em estoque a - 20°C.

Antes do congelamento, o volume de 1 ml de cada suspensé&o celular foi
submetido a diluicdes seriadas e uma aliquota de 0,1 ml do indculo foi plagueada
para a contagem de células microbianas, em meio agar MRS pela técnica de
semeadura em superficie, em triplicata. Essas placas foram incubadas por 72 horas
a 37°C em condi¢bes de microaerofilia.
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3.4.2 Tratamento térmico do mel de abelha

O mel de abelha foi submetido a tratamento térmico a 78°C por 6 minutos em
banho-maria, antes de ser adicionado as formulagdes, a fim de se eliminar os

possiveis patogenos existentes (GONNET et al., 1964).

3.4.3 Formulagao das bebidas fermentadas

Foram desenvolvidas 18 bebidas fermentadas a base de EHS de acordo
com os planejamentos mostrados nas tabelas 2 e 3, a seguir.

As bebidas foram preparadas com a adicdo de mel antes da fermentagao
(TABELA 2) e com adi¢cao de mel apos a fermentagédo (TABELA 3). Presume-se que
o mel de abelha possa exercer efeito prebidtico sobre a microbiota colénica
intestinal, por conter uma série de oligossacarideos, compostos reconhecidos como
prebioticos (MACEDO, 2007). Assim, sua adicdo antes da fermentagcédo teve o
objetivo de verificar seu efeito no crescimento e viabilidade dos microrganismos
durante a fermentagcdo. Ja a adicdo do mel de abelha apés a fermentacao, teve
como objetivo proporcionar um sabor mais agradavel nas bebidas e verificar sua
influéncia na viabilidade das linhagens probidticas durante a vida de prateleira.

Nos ensaios em que se adicionou o mel antes da fermentagdo as
concentragbes utilizadas foram de 3 e 5% m/v, conforme recomendacgédo da
literatura. Segundo varios autores, abaixo de 3% o mel ndo exerce o efeito
pretendido de auxiliar no crescimento dos micro-organismos probioticos nao
diminuindo o tempo de fermentacéo e, acima de 5%, o mel inibe o desenvolvimento
dos mesmos (CURDA e PLOCKOVA, 1995; CHICK et al., 2001; KAJIWARA et al.,
2002; MACEDO et al., 2008).

O inéculo utilizado foi de 2% m/v quando se fermentou com cultura pura e
de 1% m/v de cada espécie quando se utilizou culturas mistas. Os meios de
fermentacdo foram incubados em BOD a 37°C até se atingir o pH de,
aproximadamente, 4,4. Meios controles, ou seja, sem a adigdo do mel, foram
fermentados a fim de se comparar o efeito do mel na viabilidade dos micro-
organismos probioticos, no tempo de fermentacéo até atingir a faixa de pH desejavel
e no teor de acido lactico produzido.
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TABELA 2 - Formulagdo das bebidas fermentadas a base de EHS a 6% com a
adicao de mel antes da fermentacéo.

Amostra EHS (%) Inéculo (%) Mel (%) Incubacgéo (°C)
L.casei

A 6 2 0 37

B 6 2 3 37

Cc 6 2 5 37

L.acidophilus

D 6 2 0 37
6 2 3 37

F 6 2 5 37
Mistura de L.acidophilus e L.casei

G 6 1+1 0 37

H 6 1+1 3 37

I 6 1+1 5 37

TABELA 3 - Formulagado das bebidas fermentadas a base de EHS a 6% com a
adicdo de mel apds a fermentacéo.

Amostra EHS (%) Inéculo (%) Mel (%) Incubacgao (°C)
L.casei

A 6 2 0 37

B 2 3 37

Cc 6 2 5 37

L.acidophilus

D 6 2 0 37
6 2 3 37

F 6 2 5 37
Mistura de L.acidophilus e L.casei

G 6 1+1 0 37

H 6 1+1 3 37
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| 6 1+1 5 37

O in6culo de 2% foi utilizado devido a metodologia de referéncia ja
existente no laboratorio para desenvolvimento de bebidas fermentadas e também
foram realizados pré-testes que resultaram em numeros satisfatorios de contagens
microbioldgicas utilizando-se essa porcentagem de in6culo. Ja a temperatura de
incubacédo de 37°C esta de acordo com o trabalho desenvolvido por Mondragdn-
Bernal (2004), onde se verificou que nessa temperatura houve um melhor
crescimento microbiano dos micro-organismos L.acidophilus, L.paracasei e a

Bifidobacterium longum em extrato hidrossoluvel de soja.

3.4.4 Processo fermentativo

A produgdo das bebidas fermentadas a base de soja foi realizada
conforme metodologia adaptada de Mondragon-Bernal (2004) (FIGURA 2). A
reconstituicdo da matéria-prima foi feita a partir de 6% de extrato de soja em p6 em
agua destilada, agitando moderadamente; depois, a solugéo foi esterilizada a 121°C
por 15 minutos e, logo apds, resfriada a 42°C. O mel de abelha foi previamente
pasteurizado e adicionado nas concentracdes de 3 e 5%, antes da fermentacao e
apos a fermentagdo. Em seguida, a suspensdo contendo as linhagens puras
probioticas a 2% m/v e mistas (1% m/v de cada) foi inoculada na bebida
representando uma contagem inicial de células de, aproximadamente, 9,42 log UFC/
mL de L.casei e 9,14 log UFC/ mL de L.acidophilus. A fermentagao foi conduzida em
frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 250 mL do meio de fermentagéo, os quais
foram incubados em estufa BOD, a 37°C até o pH do meio atingir valores entre 4,3 e
4,5. Em seguida, as amostras fermentadas foram resfriadas e armazenadas em
geladeira a 7°C.

Para a analise sensorial e a etapa de vida de prateleira foi adicionada no
final da fermentagéo a base mascarante (1mL para 1L de bebida) e a emulsdo sabor
mel (1mL para 1L de bebida) para produtos a base de soja, conforme recomendagao
do fabricante (LACTOSOJA), a fim de que as bebidas fossem sensorialmente mais
aceitas pelos provadores.
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3.4.5 Fluxograma de produgao das bebidas fermentadas

Pesagem dos ingredientes

l

Esterilizacdo do EHS (6%) a 121°C/15 minutos

Resfriamento a 42°C

!

Adigao do mel de abelha (3 e 5%) de acordo com o planejamento da tabela 1

}

Adigao das culturas probidticas

!

Fermentagdo com monitoramento do pH e acidez total titulavel

!

Contagem dos micro-organismos probidticos

}

Adigcao do mel (3 e 5%) de acordo com o planejamento da tabela 2

!

Adigao de base mascarante para produtos de soja e de emulsdo sabor mel

Resfriamento

FIGURA 2 - Fluxograma da produgéo das bebidas fermentadas a base de EHS.

3.4.6 Monitoramento do processo fermentativo das bebidas a base de
EHS

Para o acompanhamento da fermentagcdo, aliquotas de cada amostra
foram retiradas no tempo inicial e em intervalos de 2h em 2h para a determinacao da
acidez total titulavel e do pH (BEHRENS, 2002). Com estes dados foram construidas
as curvas de acidez e pH em funcédo do tempo. A acidez titulavel, expressa como
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porcentagem de acido latico, foi determinada segundo procedimento descrito pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA — na Instrugéo
Normativa n° 68 12/12/2006. O pH das amostras foi determinado por medida direta,
utilizando-se um potencibmetro (TECNOPON - modelo MPA210), conforme as
normas estabelecidas pelo Instituto Adolfo Lutz (2008) até faixa de pH 4,3 a 4,5. Ao
final da fermentagdo, quando as bebidas atingiram pH préximo a 4,4, foram
realizadas as contagens de células probidticas presentes nas bebidas fermentadas
de acordo com metodologia de Mondragon-Bernal (2009). Para a contagem de
células probidticas, aliquotas de 1 mL das amostras das bebidas fermentadas foram
transferidas para tubos com 9 mL de agua peptonada (0,1%), a partir dessa diluigdo
foram feitas diluicbes seriadas. Das diluicbes selecionadas foram realizados os
plagueamentos em profundidade (pour plate) em meio agar MRS, em triplicata. As
placas foram incubadas por 72 horas a 37°C em microaerofilia e, em seguida, foram
realizadas as contagens das coldnias nas placas (MONDRAGON-BERNAL, 2009).

A produtividade em acido latico foi calculada através da seguinte
equacgao:

Produtividade (g/ L. h) = acido latico formado (g/L)

Tempo (h)
A acidez produzida (% de acido latico) durante o processo fermentativo
das bebidas fermentadas foi calculada através da subtragdo do valor da acidez final

sobre o valor da acidez inicial.

Acidez produzida (% acido latico) = A acidez final - acidez inicial

3. 5 Analise sensorial das bebidas fermentadas

3.5.1 Publico alvo

As anadlises foram realizadas no Laboratério de Analise Sensorial e
Estudos de Consumidor (LASEC) da Faculdade de Farmacia da UFMG e tiveram
como publico alvo: estudantes, professores e funcionarios de diversas areas. O
recrutamento dos participantes ocorreu por meio de convite divulgado na
comunidade da FAFAR/UFMG, sendo extensivo a todos, acima de 16 anos de
idade, desde que ndo apresentassem aversdo a produtos a base de soja e mel de
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abelha e nao possuisse nenhuma restricdo de saude que os impossibilitasse o

consumo desses alimentos (APENDICE B)

3.5.2 Testes de aceitacao e intengao de compra

Foram realizados testes de aceitacdo e intencdo de compra de nove
bebidas fermentadas a base de extrato hidrossoluvel de soja, que correspondem
as amostras de bebidas nas quais o mel foi adicionado apds a fermentacao
(TABELA 3), para garantirmos a qualidade higiénico-sanitaria das mesmas devido
ao baixo pH, conforme ja foi explicado anteriormente.

Para a realizacdo da analise sensorial deste estudo, o projeto foi
submetido e devidamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG
(COEPE/UFMG), conforme pode ser visto no apéndice |.

As nove amostras foram analisadas sensorialmente em trés sessdes

distintas, sendo trés amostras por sesséo, distribuidas da seguinte forma:

12 sessdo: bebidas fermentadas com o L.acidophilus
A: Bebida com 0% de mel
B: Bebida com 3% de mel

C: Bebida com 5% de mel

22 sessdo: bebidas fermentadas com L.casei
D: Bebida com 0% de mel
E: Bebida com 3% de mel

F: Bebida com 5% de mel

3?2 sessao: bebidas fermentadas com L.acidophilus e L.casei
G: Bebida com 0% de mel
H: Bebida com 3% de mel

|: Bebida com 5% de mel

Em cada sessdo, foi selecionada a bebida que apresentou maior
aceitacao para ser determinada na préxima etapa do trabalho a vida de prateleira
destas bebidas e das bebidas sem mel.
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Foram recrutados, no total, 306 provadores nao treinados, consumidores
ou nado de bebidas a base de soja, totalizando 102 provadores por sessao. Os
provadores das diferentes sessdes nao necessariamente foram os mesmos, pois as
sessdes eram independentes. Foi adotado o delineamento de blocos completos
casualizados. As amostras foram servidas a temperatura de refrigeragédo, em
recipientes descartaveis, brancos, codificados com algarismos aleatérios de trés
digitos. Foram apresentadas aos provadores de forma monadica e avaliadas quanto
a aceitagdo (aparéncia, aroma, sabor e consisténcia) e a intengdo de compra
(MACFIE et al., 1989), de acordo com a metodologia sensorial tradicional (teste cego
— auséncia de informagdes a respeito da amostra). Antes da avaliagdo todos os
provadores foram informados sobre os procedimentos do teste aplicado, assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE C), em duas vias,
preencheram ao questionario socioecondmico (APENDICE D) e seguiram para as
cabines individuais para a realizagdo da analise sensorial. Agua e torrada levemente
salgada ficaram a disposi¢cao dos provadores para enxague e mastigagcao entre as

amostras, visando limpar a cavidade bucal entre as amostras.

(A)

FIGURA 3 - Fotografias da realizagdo da analise sensorial (A e B).

Na avaliacdo da aceitagcdao foi empregada a escala hedbnica nao
estruturada de 7 centimetros (cm) a qual o ponto ancora inferior correspondia a
“desgostei muitissimo” e o ponto ancora superior a “gostei muitissimo” (APENDICE
E). Os provadores marcaram na escala de sete centimetros com um traco vertical

onde melhor se encaixava sua opinido com relacdo a cada caracteristica sensorial,
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além da impresséao global (FERREIRA et al., 2000). Amostras com meédias de notas
entre 4,51 e 8,00 foram consideradas dentro da faixa de aceitacdo, enquanto que
médias entre 1,00 a 4,50 englobaram a faixa de rejeicdo (DUTCOSKY, 2007).

Com o auxilio de uma régua foram medidas as notas atribuidas a cada
caracteristica sensorial de cada amostra. Posicionou-se a régua fazendo com que o
ponto ancora inferior correspondesse a 1 e o ponto ancora superior correspondesse
a 8.

Ja na avaliacdo da intengdo de compra foi utilizada uma escala de atitude
nominal de 5 pontos, no qual o ponto ancora inferior correspondia a “certamente nao
compraria”, o ponto central a “talvez comprasse, talvez ndo comprasse” e o ponto
ancora superior a “certamente compraria” (MEILGAARD et al. ,2007) (APENDICE E).

Os resultados dos testes de aceitacdo foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA com a = 0,05) considerando as amostras e os julgadores como
causas de variagdo. Quando a ANOVA era significativa (a = 0,05) as médias eram
submetidas ao Teste de Comparagao de Médias de Tukey (p< 0,05) para observar
qual média era diferente de qual (FERREIRA et al., 2000).

O indice de Aceitabilidade foi obtido por meio do célculo da porcentagem
das notas das amostras atribuidas a cada caracteristica sensorial da amostra em
relagdo a sua nota sensorial maxima (8,00). Uma amostra € considerada bem aceita
quando apresenta indice de Aceitabilidade maior ou igual a 70%.

Foram desenvolvidos histogramas de frequéncias para as caracteristicas
sensoriais analisadas (aparéncia, aroma, sabor, consisténcia, impressao global),
juntamente com a intengdo de compra de cada sessao de analise sensorial. Esses
histogramas tiveram o objetivo de complementar os resultados da ANOVA e, ainda,
de verificar a homogeneidade do comportamento dos provadores, ja que as meédias
encontradas poderiam ser ou nao representativos da realidade. Foram criados, no
total, dezoito histogramas, através da ordenagdo crescente das notas dos
provadores para cada amostra e para cada caracteristica sensorial. Em seguida, foi
obtido o percentual de provadores referente a cada nota atribuida sendo que as
amostras se enquadraram na regido de aceitagdo ou na regiao de rejeigéo.

3.6 Estudo da vida de prateleira das bebidas
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Apos terem sido definidas as trés bebidas que apresentaram maior
aceitacdo pela analise sensorial, ou seja, a melhor aceita em cada sessao, as
mesmas foram armazenadas em BOD a temperatura de 5°C e avaliadas juntamente
com seus respectivos controles quanto a vida de prateleira (FIGURA 4). Amostras
das bebidas fermentadas foram coletadas nos tempos 0, 7, 14, 21 e 28 dias e
analisadas quanto a: pH, acidez total titulavel e contagem dos micro-organismos
probidticos, segundo metodologia modificada (EVANGELISTA, 2011).

(A) (B)
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(C)

FIGURA 4 - Fotografias das bebidas armazenadas na BOD durante os testes de
vida de prateleira (figuras A, B e C).

3.6.1 Delineamento experimental da vida de prateleira
O delineamento experimental dos testes de vida de prateleira foi através
de blocos casualizados, em parcelas subdivididas, conforme metodologia de Gomes

(2009) apresentada na tabela 4 (APENDICE F).

3.6.2 Avaliagdo dos parametros fisico-quimicos e viabilidade das
culturas probioéticas das bebidas fermentadas durante a vida de prateleira

3.6.2.1 Potencial hidrogeniénico (pH)

O pH das amostras foi determinado por medida direta, utilizando-se um

potencidometro, conforme citado anteriormente no item 3.4.6.
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3.6.2.2 Acidez total titulavel (ATT)

A acidez foi expressa em porcentagem de acido latico e determinada
segundo o método oficial da Instrugdo Normativa do MAPA n° 68 de 12/12/06,
conforme citada no item 3.4.6.

3.6.2.3 Quantificagao total de células probiéticas

As contagens das células probioticas presentes nas bebidas fermentadas
foram realizadas segundo metodologia de Mondragon-Bernal (2009), ja citada

anteriormente no item 3.4.6.
3.7 Analises estatisticas dos resultados

As analises foram realizadas em ftriplicata e os resultados foram
submetidos a Analise de Variancia (ANOVA com a = 0,05). Os resultados de cada
determinagcdo foram comparados pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade
(PIMENTEL-GOMES, 2000).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISES MICROBIOLOGICAS E FiSICO-QUIMICAS DAS MATERIAS-
PRIMAS UTILIZADAS NAS BEBIDAS FERMENTADAS

Foram realizadas analises microbioldgicas e fisico-quimicas das matérias
primas, como o extrato de soja, de trés diferentes lotes de producgédo, e mel de
abelha, de lote unico, a fim de garantirmos a qualidade higiénico-sanitaria das
bebidas que foram desenvolvidas.

4.1.1 Extrato de soja em po

Foram realizadas analises em trés diferentes lotes de extrato de soja visto

que, de acordo com o delineamento experimental da pesquisa, esse foi 0 numero
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determinado da amostragem, a fim de que os resultados da analise de vida de
prateleira encontrados fossem estatisticamente significativos.

Os resultados apresentados na tabela 5 mostram que os extratos de soja
utilizados para a obtencao das bebidas fermentadas apresentaram auséncia destes
micro-organismos, confirmando sua boa qualidade microbiologica e estando de
acordo com os padrdées microbiologicos estabelecidos e exigidos pela legislagéo
brasileira, segundo as recomendacgdes da Resolugdo RDC n° 12 de 2 de janeiro de
2001 (ANVISA, 2001).

TABELA 5 — Analises microbioldgicas da matéria prima extrato de soja de trés
diferentes lotes.

Micro-organismo/ Limite maximo (UFC/g)’

Extrato de soja Bacillus cereus/ g Coliformes/g Salmonella sp/ 25g

5x102 10 Ausente
Lote A <10? <10 Ausente
Lote B <10? <10 Ausente
Lote C <102 <10 Ausente

("): UFC: unidade formadora de col6nia (BRASIL, 2001).

Benedetti e Falcdo (2003), em seu estudo onde o objetivo era monitorar a
qualidade higiénico-sanitaria do processamento do EHS da UNISOJA de
Araraquara/SP, através da determinacdo da populagao de coliformes totais e fecais
a 45°C e E.coli, verificou que, em uma amostragem de dez EHS pasteurizados e dez
EHS pasteurizados e refrigerados por 12 horas, foram detectadas as médias de 9,5
e 0,13 NMP/mL de coliformes totais e fecais e de 12,29 e 0,2 NMP/mL de coliformes
totais e fecais, respectivamente. Ambos apresentaram auséncia de E.coli. Assim, de
acordo com a legislagdo atual (ANVISA, 2001), verificou-se que o EHS estava de
acordo com os padrées microbiologicos no que diz respeito a coliformes fecais
(45°C), entretanto, a maioria das amostras apresentou coliformes totais, apesar da
analise ndo ser exigida pela ANVISA.

O extrato de soja foi utilizado na concentracdo de 6% de m/v devido a
recomendacgao indicada no rotulo do produto pelo proprio fabricante (OLVEBRA),
conforme pode ser visto no apéndice A. Evangelista (2011) em seu estudo sobre a
fermentacao e vida de prateleira de uma bebida simbidtica a base de soja, avaliando

o comportamento de diferentes variaveis nos processos, como concentracido de
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extrato de soja, temperatura, culturas probidticas, adigdo de fruto-oligossacarideos
(FOS), dentre outros, relata que, quanto maior a concentragdo do extrato de soja
utilizado para o desenvolvimento das bebidas, maior sera a contagem de células ao
final da fermentagdo. A soja possui uma variedade de substratos como sacarose,
estaquiose, rafinose, glicose e frutose que séo utilizados pelos micro-organismos,
apresentando uma maior variedade em relacdo ao leite de vaca (CHAMPAGNE et
al., 2005). Entretanto, Kopper (2009) ao estudar bebidas a base de extrato de soja
fermentadas por L.acidophilus, utilizou diferentes concentragdes do mesmo (8, 10 e
12%), adicionadas de farinha de Bocaiuva (5%) e observou que quando avaliadas
sensorialmente, a bebida que obteve melhor aceitacdo pelos provadores foi a
desenvolvida com menor teor de extrato, provavelmente devido ao menor gosto
residual advindo da soja, sugerindo uma possivel relagao entre menor quantidade de
extrato de soja e maior aprovagao pelos avaliadores.

A partir desses estudos e, seguindo a indicagdo do fabricante do extrato
foi feito um pré-teste para produgdo da bebida utilizando a concentragao de 6% m/v
de EHS. Observou-se que houve um bom crescimento de todos o0s micro-
organismos utilizados (L.acidophilus e L.casei) resultando em contagens acima de
1x108 UFC/mL, como o exigido pela ANVISA (2008) para ser considerada probidtica.
Entdo, padronizou-se a concentracdo de EHS de 6% m/v para ser utilizada em todos
os testes.

Os resultados das analises fisico-quimicas dos extratos de soja
juntamente com os valores apresentados no rétulo do produto e, ainda, os valores
maximos e minimos de umidade e proteinas, respectivamente, preconizados pela

legislacdo (ANVISA 2000, 2005) se encontram na tabela a seguir.
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TABELA 6 — Analises fisico-quimicas da matéria prima extrato de soja.

Anadlises fisico-quimicas dos extratos de soja

Analises Lote A (%) Lote B (%) Lote C (%) fall:%o%lr?te ( k:l%ilssl‘:t;:ﬁ(;) )
Umidade 3,5 3,4 3,5 Méaximo 4,5 Méaximo 6"
Cinzas 6,3 6,3 6,3 Maximo 6 -
Proteinas 46,5 46,4 46,6 44 Minimo 40@
Lipideos 12,2 12,4 12,1 26 -

("): Fonte: ANVISA (2000); (°): Fonte: ANVISA (2005). Valores médios dos diferentes lotes.

Verifica-se (tabela 6) que os EHS utilizados para o desenvolvimento das
bebidas fermentadas se encontram de acordo com a legislagdo para “alimentos com
soja”, em relacdo a umidade e proteina, entretanto os valores encontrados n&o
foram iguais aos indicados no rétulo do produto pelo fabricante. Essa diferenca pode
ser explicada pelos diferentes métodos utilizados na analise de composigao

centesimal de alimentos.

4.1.2 Mel de abelha

Conforme pode se verificar na Tabela 7 e apéndice G, em nenhuma das
amostras analisadas foram encontradas esporos de bactérias mesdfilas

anaerobicas.

TABELA 7 — Andlise de esporos de bactérias mesofilas anaerdbicas da matéria
prima “mel de abelha”.

Micro-organismo

Mel de abelha Esporos de bactérias mesofilas anaerébicas’
Amostra A Ausente
Amostra B Ausente
Amostra C Ausente

("): Analises realizadas em triplicata.

Referéncias de trabalhos a partir do ano de 1978 em todo o mundo

elucidam que varios estudos vieram sendo realizados a fim de verificar a presenca
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de esporos de C. botulinum em mel e, diferentemente deste trabalho que resultou
em auséncia de esporos em todas as amostras, grande parte dos autores encontrou
esporos nos meéis analisados (SUGIYAMA et al.,, 1978; MIDURA et al., 1979;
FARRIS et al., 1981; KAUTTER et al., 1982; CENTORBI et al., 1994; CRISEO et al.,
1994; DELMAS et al., 1994; RALL et al., 2001; RAGAZANI et al., 2008). Sugiyama et
al. (1978) ao analisarem 241 amostras de mel nos Estados Unidos, verificaram a
presenca de esporos de C.botulinum em 18 amostras, 0 que corresponde,
aproximadamente, 7,5% das amostras analisadas. No trabalho de Midura et al.
(1979), das 90 amostras de mel analisadas, foram encontradas esporos de C.
botulinum em 9 delas, ou seja, 10% das amostras. Dentre essas, 6 amostras que
foram consumidas por bebés ocasionaram nos mesmos o desenvolvimento da
doenga.

Corroborando o presente estudo Delmas et al. (1994) avaliaram 116
amostras de mel na Franga e nenhuma delas foi positiva para C. botulinum. Da
mesma forma, a pesquisa realizada por Rall et al. (2001) avaliaram amostras de mel
comercializadas em Sido Paulo e todas apresentaram auséncia de esporos de C.
botulinum.

O trabalho de Ragazani et al. (2008) € o mais recente encontrado. Estes
autores avaliaram a qualidade microbiolégica do mel comercializado em seis
estados brasileiros (Sdo Paulo, Mato Grosso, Goias, Ceara, Minas Gerais e Santa
Catarina) com relagdo a presenca de esporos de C. botulinum. Os mesmos
encontraram, em 61% das amostras (n = 100) a presenca de bactérias esporuladas,
sendo 39% bactérias sulfito-redutoras (11% do género Clostridium e 28% do género
Bacillus). Dentre os 11% isolados de Clostridios, em 7% das amostras foram
confirmadas a presenca do C. botulinum.

As concentragbes de mel de abelha utilizadas no presente trabalho nas
bebidas foram de 3 e 5% p/v. Na maioria dos trabalhos consultados na literatura, foi
verificado que, acima de 5% o mel inibe o desenvolvimento dos micro-organismos
atuando como antimicrobiano e, abaixo de 3%, o mel ndo exerce o efeito desejado
de auxiliar no desenvolvimento dos micro-organismos e diminuir o tempo de
fermentacdo das bebidas (CURDA e PLOCKOVA, 1995; CHICK et al.,, 2001;
KAJIWARA et al., 2002; MACEDO et al., 2008).

O mel de abelha é também considerado um alimento funcional que exerce

a atividade de prebiotico e desempenha diversos efeitos benéficos a saude, como a
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regulagéo do transito intestinal, a regulacédo da presséo arterial, a redugao dos riscos
de céncer e dos niveis de colesterol, dentre outros (ANJO, 2004). Assim, sugere-se
também que o mel possa exercer efeito prebidtico sobre a populagao de lactobacilos
e bifidobactérias do colon, por conter uma série de oligossacarideos (LEITE et al.,
2000) podendo estimular o crescimento, atividade e viabilidade das bactérias
probioticas (MACEDO, 2007) apesar de também apresentar propriedades
antimicrobianas inerentes que limitam a sobrevivéncia e o desenvolvimento da
grande maioria dos micro-organismos (ANJO, 2004).

Além disso, por ser composto por, aproximadamente, 83% de
carboidratos, sendo eles, em sua maioria, fermentaveis como a frutose, glicose,
sacarose, maltose e oligossacarideos (RACOWSKI et al., 2007) contribuem para
acelerar o metabolismo dos micro-organismos propiciando uma maior producao de
acido e, consequentemente, um abaixamento mais eficaz do pH, ou seja, um

processo fermentativo mais rapido que o usual (MACEDO, 2008).

4.2 CONTAGEM E PADRONIZAGAO DO INOCULO

A padronizagao do inéculo foi realizada pela contagem de col6nias sendo
os resultados expressos em log UFC/ mL. Os resultados da concentragdo de micro-
organismos presentes nos envelopes das culturas e suas caracteristicas macro e

microscopicas encontram-se na tabela 8.
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TABELA 8 - Média e desvio padréo das contagens do in6éculo em numero de células
viaveis dos micro-organismos probidéticos (Christian Hansen®).

Espécie Contagem
(log UFCI/g)'

Caracteristicas®

L.acidophilus 9,14+ 0,17

Microscopicamente: bastonetes gram

positivos; meédios a longos.

Macroscopicamente: colbnias “transparentes”

com bordas irregulares.

L.casei 9,42 +0,13

Microscopicamente: bastonetes gram

positivos; mais finos e menores do que
L.acidophilus.

Macroscopicamente: coldnias brancas, leitosas

e com bordas regulares.

("): Analises em triplicata. (*): As caracteristicas macroscépicas das coldnias podem ser observadas

nas Figuras 5 e 6.

(A)
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(C)

FIGURA 5 - Fotografias das placas de contagem (A e B) e de isolamento/
purificagdo (C) do L. acidophillus em meio MRS. (A) L.acidophilus na diluigdo107°, (B)
L.acidophilus na diluicdo 10, (C) Isolamento e purificagdo de L.acidophilus.
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(C)

FIGURA 6 - Fotografias das placas de contagem (A e B) e de isolamento/
purificacdo (C) do L. casei em meio MRS. (A) L.casei na diluicdo10®, (B) L.casei na
diluigao 10, (C) Isolamento e purificacdo de L.casei.

As diferengas morfolégicas das colénias permitiu realizar a contagem
diferenciada entre as espécies quando os dois micro-organismos eram inoculados

no mesmo meio, tal como pode ser observado na figura 7.

(A) (B)

FIGURA 7 - Fotografias das placas de contagem (A e B) das bebidas inoculadas
com L. casei e L.acidophilus em meio MRS. (A) L.casei e L.acidophilus na
diluicdo107®, (B) L.casei e L.acidophilus na diluigdo 10°
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4.3 FERMENTAGAO DO EHS

A fermentagédo foi conduzida até que o pH chegasse na faixa de 4,2 a 4,4.
Estes valores foram escolhidos, visto que, se a fermentagao for finalizada em pH
abaixo de 4,2, a bebida ficaria muito acida e provavelmente teria baixa aceitagdo na
analise sensorial. Por outro lado, se a fermentacéao for finalizada em pH préximo ou
acima de 4,5, o produto sera comprometido com relagdo ao seu sabor por ndo haver
melhoria da qualidade sensorial ja que, nesta faixa de pH, ainda ndo havera o efeito
mascarante dos produtos resultantes da fermentagao (acido latico, acetaldeido e
diacetil) sobre os compostos volateis do “leite” de soja, como o n-hexanal, que é
responsavel pelo sabor e aroma caracteristicos nos produtos de soja, de feijao cru,
diminuindo assim, a aceitagdo das bebidas por parte dos provadores (PATEL et al.,
1980). Ja que a atividade proteolitica desses micro-organismos, em especial do
L.casei, é responsavel pela formacao de precursores de aroma e sabor, contribuindo
para a eliminacao do “off-flavor” causado pelo n-hexanal. Além disso, uma vez que o
ponto isoelétrico das proteinas da soja é entre 4,6 a 4,7, € importante alcangar um
pH inferior a este valor a fim de se evitar a sinérese no produto final (BRANDAO,
1995).

Outro fator que foi levado em consideragao para finalizar a fermentacao
na faixa de pH anteriormente citada, foi o de que a germinacédo dos esporos de C.
botulinum n&o ocorre em alimentos com pH abaixo de 4,5. J&4 em alimento com pH
acima de 4,6 ocorre o0 seu desenvolvimento e a producédo de sua toxina. De acordo
com uma revisao sobre o assunto realizada por Ito e Chen (1978) foi demonstrado
que, embora um pH de 4,5, na maioria dos casos, iniba o crescimento de esporos de
C. botulinum, o pH minimo em que o crescimento é inibido em um dado alimento é
especifico para o mesmo e pode ser mais alto que o valor de 4,6 (PIRES, 2011).
Dessa forma, percebe-se que a faixa de pH estipulada para finalizar a fermentacao
de 4,3 a 4,5 da a garantia da qualidade microbioldgica das bebidas com relagdo a
presencga de ceélulas viaveis de C. botulinum, ja que, a alta acidez das bebidas nao
permite que ocorra a germinagao dos esporos evitando desta forma que ocorra a
producao das toxinas letais.

A qualidade sensorial das bebidas fermentadas, lacteas ou né&o,
dependem do pH de corte, ou seja, um valor ou faixa de valores de pH designados

para o término da fermentacdo. Dessa forma, o aroma, a consisténcia, o sabor e a



88

aparéncia, dentre outros atributos sensoriais, sao influenciados diretamente pelo pH
final da bebida (BEHRENS, 2004). O valor do pH final pode variar dependendo da
matriz a ser utilizada para a fermentagcdo e do objetivo pretendido para o produto
final, dentre outros aspectos.

Outros autores em trabalhos semelhantes também finalizaram a
fermentacdo na faixa de pH entre 4,3 e 4,5. No estudo de Behrens (2002) onde o
objetivo era desenvolver bebidas a base de extrato hidrossoluvel de soja do tipo
‘iogurte para beber”, adicionadas de sacarose e/ou lactose e aromatizadas com
diferentes sabores de frutas, a fermentacao foi finalizada na faixa de pH de 4,2 a 4,3
pela mesma justificativa do presente trabalho. Da mesma forma, Evangelista (2011)
ao estudar a fermentagao e a vida-de-prateleira de bebida simbiética a base de soja,
avaliando a influéncia de diferentes fatores (soja, micro-organismos, temperatura,
etc), o processo fermentativo foi encerrado em pH préximo a 5, visto que, nesse
valor as bebidas ja apresentavam consisténcia firme. Entretanto, é importante
ressaltar que no estudo citado, ndo houve analise sensorial com as bebidas
fermentadas desenvolvidas.

No estudo de Kooper (2009), todas as bebidas simbitticas a base de soja
desenvolvidas apresentaram pH menor que 4,6, mais especificamente, 4,4, o que é
recomendado sob o ponto de visto tecnoldgico, ja que o ponto isoelétrico das
proteinas da soja € em torno de pH 4,6 a 4,7, ou seja, abaixo desses valores vai
ocorrer a desnaturagao das proteinas soluveis da soja, mudando e favorecendo a
consisténcia e a cor das bebidas devido a formagédo de um coagulo, modo no qual
as proteinas sdo de mais facil digestdo (MONDRAGON-BERNAL, 2004). Outros
trabalhos que também estabeleceram o final do processo fermentativo em pH
semelhante a faixa do presente estudo s&o o de Umbelino et al. (2001), que
encerraram a fermentagcdo em pH préximo a 4,46 e o desenvolvido por Rossi et al
(1999), que finalizou a fermentagdo quando as bebidas atingiram pH em torno de
4.4,

De acordo com Antunes (2004), em formula¢des de bebidas nas quais o
pH se encontra pouco abaixo de 4,9, ha formagao de um gel semelhante ao formado
em iogurtes e, ainda, ha uma maior estabilidade do produto se a fermentacéo
prosseguir até pH 4,6.
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4.3.1 Fermentagoes sem adigcao do mel de abelha

4.3.1.1 Curvas de acidez e pH dos ensaios de fermentagao

O grafico abaixo (FIGURA 8) apresenta a variagdo do pH e acidez em
funcdo do tempo, obtidos durante o processo de fermentagcdo das bebidas de EHS
adicionadas de 2% do in6culo de L.acidophilus, L.casei e a mistura do L.acidophilus
com o L.casei, sem adicao do mel de abelha.
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FIGURA 8 - Variacdo do pH e da acidez em fungdo do tempo durante a
fermentacdo do EHS inoculado com 2% m/v de L.acidophilus, L.casei e a mistura
das linhagens.

De acordo com as curvas de acidificacdo mostradas na figura acima,
pode-se observar que o L.acidophilus foi o micro-organismo que fermentou o EHS
em menor tempo, levando apenas 9,5 horas para acidificar a bebida até o pH de,
aproximadamente, 4,3. Resultado semelhante foi obtido com a fermentagcdo da
mistura dos dois micro-organismos, como cultura mista, o L.acidophilus e o L.casei,
juntos fermentaram o EHS em 10 horas. Ja o L.casei utilizado como cultura pura

para a fermentacao, demorou aproximadamente 25 horas para a fermentagao.
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Estes dados demonstram que o L.acidophilus, ao ser utilizado isolado ou
em cultura mista, fermenta eficazmente o EHS, sem a suplementagdo com o mel,
levando um tempo bastante inferior ao que o L.casei necessita para a fermentacéao.
Uma possivel justificativa para esses resultados seria porque as linhagens possuem
diferentes sistemas metabdlicos, que s&o intrinsecos de cada cultura, ja que as
fermentag¢des foram conduzidas nas mesmas condi¢des: inoculo a 2%, temperatura
a 37°C e extrato de soja a 6% (m/v).

Uma diferenca metabdlica entre as cepas € o fato do L.acidophilus ser
uma bactéria latica obrigatoriamente homofermentativa, ou seja, que fermenta
apenas a glicose e ndo pentoses ou gliconatos, resultando na produgdo de acido
latico no final. Ja o L.casei por ser facultativamente heterofermentativo onde,
diferentemente do L.acidophilus, além de fermentar pentoses, fermenta também
hexoses em acido latico e, ainda, pode produzir gas a partir do gliconato, mas nao
através da fermentacgéo da glicose (BURITI e SAAD, 2007). Dessa forma, sugere-se
que, quando utilizados para a fermentagcdo de forma isolada, cada cepa gasta um
tempo diferente por possuir sistema enzimaticos distintos para metabolizar os
substratos presentes no EHS. Mas, quando utilizadas juntas fazem com que o tempo
gasto para o processo seja bastante reduzido, sendo proximo ao encontrado na
fermentacao pelo L.acidophilus isolado.

Corroborando o presente estudo, tem-se a pesquisa de Mondragon-
Bernal (2004) que teve como objetivo estudar o comportamento do crescimento de
alguns micro-organismos probidticos em EHS adicionado de oligossacarideos
prebidticos, para a obtengdo de uma bebida fermentada simbidtica. O autor verificou
que, a linhagem de Lactobacillus paracasei que apresenta comportamento fisioldgico
e necessidade nutricional muito similar ao L.casei (FELIS et al., 2001; DESAI et al.,
2006) se desenvolveu mais lentamente do que as linhagens de Bifidobacterium
longum e de L.acidophilus. Da mesma forma, no trabalho de Behrens (2002)
verificou que o L.acidophilus fermentou o EHS em menos tempo do que o L.casei.

Comparando o tempo de fermentagdo em horas gastas por cada cepa no
presente estudo com trabalhos semelhantes descritos na literatura, observa-se que
Mondragon-Bernal (2004) encontrou um tempo de fermentagcédo do EHS de 12 horas
para o L.acidophilus e de 24 horas para o L.paracasei até atingir pH 4,4. Behrens
(2002) verificou tempos de 14 e 16 horas para o L.acidophilus e L.casei,
respectivamente, até fermentarem o EHS ao mesmo valor de pH.
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Essa diferenga entre os tempos para atingir o pH final desejado pode ser
devido a diferengas nas condigbes de fermentagdo. De acordo com Mondragon-
Bernal (2004) e Evangelista (2011) as principais variaveis que interferem no
processo fermentativo sdo: temperatura de fermentagdo e quantidade de inéculo.
Quanto maior a temperatura e a quantidade de indéculo, menor sera o tempo de
fermentacao.

Os dados da tabela 9 séo referentes aos trabalhos citados anteriormente
sobre a fermentacdo do EHS, pelo L.acidophilus, entretanto, de forma mais
detalhada, a fim de ilustrar a importancia das variaveis temperatura e concentragao

do in6culo inicial no tempo de fermentacéo do EHS.

TABELA 9 — Variaveis que interferem significativamente no tempo de fermentacéo
(temperatura e in6culo) de trabalhos envolvendo o processo fermentativo do EHS
pelo micro-organismo probiotico L.acidophilus.

Tempo de pH Temperatura Inéculo
Autor/ ano
fermentacao (h) final (°C) (log UFC/mL)
Presente estudo 9,5 4.4 37 7,5
Mondragén-Bernal (2004)* 12 4,4 37 7,7
Mondragén-Bernal (2004)* 24 6,1 37 3,7
Behrens (2002) 14 4,4 39 6,0

('): Estudos realizados pelo mesmo autor/ano, entretanto, com diferentes concentragdes de in6culo
inicial para verificar o seu efeito no tempo de fermentagao.

Conforme se pode observar na Tabela 9, quando se utilizou a mesma
temperatura de fermentacdo (37°C), o maior tempo de fermentacdo (24 horas)
ocorreu quando se utilizou uma menor concentragdo de células no inéculo (3,7 log
UFC/mL), e, o pH final foi de 6,1, enquanto com um inéculo de (7,7 log UFC/mL) o
tempo de fermentacéao foi de apenas 12 horas e o pH final de 4,4.

Kooper (2009) em seu estudo que visava desenvolver uma bebida a base
de soja contendo farinha de Bocaiuva (prebioticos) e L. acidophillus (probidticos) em
simbiose, apesar de ter trabalhado com outras culturas probidticas, verificou que,
devido a mesma quantidade de indculo e a mesma faixa de temperatura utilizada (40
a 45°C), todas as bebidas obtidas apresentaram um tempo de fermentagcdo de

aproximadamente 5 horas até atingir pH de 4,4.
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4.3.1.2 Acidez total titulavel e pH

Com relacédo a acidez total titulavel, observou-se o aumento da mesma
em funcdo do tempo resultado que ja era esperado devido a produgao de acido
lactico (FIGURA 8 e TABELAS 10 e 11 no Apéndice H). Nas bebidas fermentadas
pelo L.acidophilus foi encontrada acidez inicial de 0,09% e final de 0,37%. Nas
bebidas fermentadas pela mistura das duas culturas a acidez inicial foi de 0,09% e a
final de 0,35%. Ja nas bebidas fermentadas pelo L.casei encontrou-se acidez inicial
de 0,09% e final de 0,37%. Resultados semelhantes foram encontrados em outros
trabalhos como o realizado por Behrens (2002) que, ao realizar a fermentagdo de
EHS suplementado com 2% m/v de sacarose, pelo L.casei e/ou L.acidophilus, iniciou
as fermentacbes com pH 6,87 e acidez de 0,11% e pH 6,92 e 0,10%,
respectivamente, e finalizou com pH 4,34 e acidez de 0,84% e pH 4,44 e acidez de
0,69%, respectivamente. Resultados semelhantes foram encontrados pelo autor ao
suplementar os meios com 2% de lactose, ou seja, diminuigdo do pH com
consequente aumento de acidez no decorrer da fermentacao.

De modo semelhante, Evangelista (2011) realizou fermentacdo de EHS
nos quais os valores de pH inicial dos meios variaram entre 6,0 e 6,5 e foram
diminuindo com o tempo de fermentacdo e, consequentemente, aumentando a
acidez, sendo que apds 6 horas alguns ensaios chegaram a apresentar pH inferior a
5. O efeito de abaixamento do pH se deve ao fato de que durante a fermentagao
ocorre o crescimento dos micro-organismos com concomitante consumo de
agucares, tanto da soja como de FOS, e produgdo de acidos acético e latico
(DONKOR et al., 2007), causando queda do pH.

De modo parecido com o presente estudo, Kooper (2009) ao verificar a
evolugado dos parametros de acidez e pH durante a fermentagédo das bebidas a base
EHS obtidas, observou que os valores da acidez tiveram um aumento gradativo
apresentando-se ao final da fermentacdo dentro da faixa estabelecida para bebidas
lacteas na legislagdo brasileira, que € de 60 a 150°D (BRASIL, 2005),
correspondente a um pH préximo a 4,4.

Da mesma forma, Mondragon-Bernal (2004) verificou em sua pesquisa
que durante a fermentagdo houve um rapido consumo de substratos e geracao de
metabalitos, basicamente acidos organicos. Com isso, 0s agucares presentes no

EHS foram consumidos nas primeiras doze horas de fermentacdo e foram
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convertidos em acidos titulaveis causando a queda do pH. Assim, o pH das bebidas
fermentadas pelo L.acidophilus baixou de 6,54 para 4,44 e a acidez aumentou de
0,03% de acido latico do inicio para 0,10% de acido latico encontrados ao final. Ja
as bebidas fermentadas pelo L.paracasei tiveram seu pH reduzido de 6,31 para 4,44

e acidez aumentada de 0,03% para 0,13% de acido latico.

43.2 Fermentagoes com adigao do mel de abelha

4.3.21 Curvas de acidez e pH dos ensaios de fermentacao

As FIGURAS 9, 10 e 11 sao referentes a variagdo do pH e acidez em
funcdo do tempo, obtidos durante o processo de fermentagcdo para obtencdo das
bebidas de EHS adicionadas de 2% de in6culo de L.acidophilus, 2% de L.casei e
com a mistura do L.acidophilus (1%) com o L.casei (1%), respectivamente, sem (0%
de mel) e com a adigdo do mel de abelha antes da fermentag&o nas concentragdes
de 3 e 5%.
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- 0.40
6.5 et
4035
hd
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6.0 4 & -4 0.30
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FIGURA 9 — Variacdo do pH e acidez em funcdo do tempo durante a fermentacao
do EHS sem mel (0% mel) e com adigdo de 3% e 5% de mel antes e inoculado com
L.acidophilus (2%).

De acordo com a figura 9, observa-se que nas trés condigbes o L.
acidophilus gastou, aproximadamente, 9 horas para abaixar o pH das bebidas até

valor préximo a 4,4.
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FIGURA 10 — Variacédo do pH e acidez em funcdo do tempo durante a fermentacao
do EHS sem (0% mel) e com adigdo de 3 e 5% de mel antes e inoculado com
L.casei (2%).

Nos ensaios de fermentagdo com L. casei (FIGURA 10) verifica-se que o
tempo de fermentagao foi de aproximadamente 11 horas quando se adicionou 3 e
5% de mel. Ja nos ensaios sem a adicdo de mel o tempo de fermentacgao foi mais do
que o dobro (25 horas).

Analisando a Figura 11, observa-se que quando foi utilizada a cultura
mista L.acidophilus e L.casei o tempo gasto para o pH atingir 4,4, foi de 8,5 horas,
semelhante aos experimentos que se utilizaram a cultura pura de L.acidophilus. Ja

sem a adigao do mel o tempo foi de 10 horas.
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FIGURA 11 — Variacédo do pH e acidez em funcdo do tempo durante a fermentacao
do EHS sem (0% mel) e com adigdo de 3 e 5% de mel antes e inoculado pela
mistura do L.acidophilus (1%) e L.casei (1%).

Analisando as figuras 9, 10 e 11, verifica-se que a adigdo de mel nas
concentracdes de 3 ou 5% nos meios de fermentagao ocasionou reduciao do tempo
de fermentacdo em relagdo aos ensaios sem adicdo de mel (controle). Esta
diminuigdo no tempo de fermentacado pode ser devido ao fato do mel ser composto
por, aproximadamente, 83% de carboidratos, sendo eles, em sua maioria,
fermentaveis como a frutose, glicose, sacarose, maltose e oligossacarideos
(RACOWSKI et al.,, 2007) contribuindo para acelerar a produgcdo de acido e,
consequentemente, diminuir o tempo de fermentagao.

Mondragon-Bernal (2004) observou que os mono e dissacarideos sao os
primeiros agucares a serem consumidos pelos probidticos e que os oligossacarideos
rafinose e estaquiose s&o hidrolisados parcialmente ao longo da fermentagao
liberando sacarose e monossacarideos que servem também como fonte de carbono
para os probioticos. Assim, o mel por ser um alimento rico em acgucares,
principalmente os simples como os mono e dissacarideos, quando adicionado no
EHS é considerado fonte rica e imediata de carbonos e substrato para os micro-
organismos que imediatamente os metabolizam acelerando o processo fermentativo

com o aumento da produgao de acidos e diminuigao do pH.
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Outros autores (EVANGELISTA, 2011; BARBOSA, 2007; BEHRENS,
2002) estudaram a adi¢ao de carboidratos como a sacarose, o FOS, a lactose, etc,
nos meios constituidos por EHS e concluiram que esses agucares aceleravam o
processo, mas nao interferiam significativamente na diminuicdo do tempo de
fermentacao.

Uma observacgao importante de se fazer € que, mesmo nas fermentacgdes
do EHS sem a adigdo de mel, os micro-organismos probioticos fermentaram o
extrato de soja.

Segundo varios autores a fermentagdo do EHS por micro-organismos
probiéticos é favorecida pela presenga de prebidticos no EHS, como os
oligossacarideos, rafinose e estaquiose e a presencga de outros fatores bifidogénicos
como os outros agucares sacarose, frutose, glicose, galactose, as vitaminas do
complexo B e as fontes de nitrogénio das proteinas da soja, fazem dessa bebida um
meio complexo e oOtimo substrato para o crescimento destes micro-organismos
(CHIARELLO, 2002; CHOU E HOU, 2000; HOU et al., 2000; SCALABRINI et al.,
1998; TAMIME et al., 1995).

4.3.2.2 Acidez total titulavel e pH

A tabela 12 apresenta os resultados da produtividade em acido latico (g.
L. h™") obtidas nos ensaios de fermentagao.

TABELA 12 - Produtividade em acido latico (g. L. h™") obtidas nos ensaios sem e
com adicdo de mel (3 e 5%) fermentadas pelos micro-organismos probioticos
L.acidophilus, L.casei e a mistura das duas cepas.

Produtividade em acido latico

Adicaodo mel[] L.acidophilus L.casei L.acidophilus + L.casei
0% 0,0390? 0,0147° 0,0354°
3% 0,0425° 0,0303° 0,0527°
5% 0,0427° 0,0305° 0,0490°

b " : T -
(a’ ’ C): Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna néo diferem significativamente a 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.
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Conforme os dados mostrados na tabela 12 verifica-se que nos ensaios
de fermentagcdo com L.acidophilus, houve um pequeno aumento da produtividade
em acido latico com o aumento da concentragdo de mel, entretanto esse aumento
nao foi significativo (p<0,05).

Ja nas fermentagdes com L.casei, a adicdo de 3 e 5% de mel as
produtividades foram significativamente diferentes (p<0,05) dos ensaios sem adi¢ao
de mel (controle), mas ndo houve diferenga significativa entre a adigcdo de 3 ou 5%
de mel.

Em relagao as fermentagdes com a cultura mista com a adicédo de 3 e 5%
de mel as produtividades foram significativamente maiores do que no controle, no
entanto 0 aumento da concentracdo de mel de 3 para 5% ocasionou diminuigao
significativa (p<0,05) na produtividade em acido latico. Verifica-se que em todos os
ensaios nos quais se adicionou mel houve um aumento significativo na produtividade
em acido latico, ou seja, o tempo necessario para se atingir um dado valor de acido
latico diminuiu.

Observa-se na tabela 13 que o pH inicial das bebidas em que ndo houve
adicdo de mel de abelha, foram significativamente maiores (p<0,05) do que os pH
das bebidas adicionadas de mel. Observa-se também que, quanto maior a
quantidade de mel adicionada, menor foi o pH inicial das mesmas.
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TABELA 13 - Potencial hidrogeniénico (pH) inicial e acidez produzida (% de acido
latico) durante o processo fermentativo nas bebidas a base de EHS adicionadas de
mel de abelha nas concentragdes de 0, 3 € 5%.

Micro-organismos [1mel Bebidas pH inicial Acidez produzida (A)

(% acido latico)

0% A 6,74° 0,277°
L.acidophilus 3% B 6,57" 0,276°
5% C 6,49° 0,270°
0% D 6,67° 0,281°
L.casei 3% E 6,57° 0,230°
5% F 6,52° 0,225°
0% G 6,75° 0,2642°
H-acidophilus * 3% H 6,56" 0,3486°
5% I 6,47° 0,3067°¢
@ ° °): Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente a 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey. A analise estatistica foi realizada entre as diferentes linhagens
probidticas.

Corroborando tal observacédo, Macedo (2008) em seu trabalho no qual o
objetivo era estudar o efeito do mel sobre o crescimento e a viabilidade de culturas
probidticas em leite fermentado durante 46 dias de armazenamento a 7°C, verificou
um pH inicial de 4,87 e acidez de 0,69% na bebida a ser fermentada pelo
L.acidophilus sem adigcdo de mel e um pH de 4,40 e acidez de 0,91% na bebida a
ser fermentada pelo mesmo micro-organismo, entretanto, com adigdo de 3% m/v de
mel de abelha. Na bebida controle (sem mel) a ser fermentada pelo L.casei
observou-se um pH inicial de 5,25 e acidez de 0,54% e um pH de 4,47 acidez de
0,81% na bebida em que o mel foi adicionado antes do processo fermentativo.

Dessa forma, este autor verificou que os valores de pH das bebidas
fermentadas por L.acidophilus e L.casei com adicdo de mel, no tempo 0, foram
menores do que o pH dos controles, da mesma forma que o encontrado no presente
estudo. Isto se deve ao fato dos diferentes tipos de méis existentes serem acidos,
sendo o acido glucénico, o que é produzido pela enzima glicose-oxidase sobre a
glicose, o mais comum entre eles (HORN,1996).

Verifica-se também na tabela 13 que nao houve diferenca significativa na
acidez produzida nos meios de fermentacdo quando se utilizou as bactérias L.
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acidophilus ou L. casei entre os meios controles e com adi¢do de mel. No entanto,
observa-se diferenca significativa nos ensaios sem adigdo de mel com a cultura

mista das duas linhagens (p<0,05).

4.4 VIABILIDADE DAS LINHAGENS PROBIOTICAS NAS BEBIDAS

Foram realizadas as contagens das bactérias lacticas viaveis antes e
apos a fermentagdo das bebidas, ou seja, no tempo inicial (tempo 0) e no tempo
final, quando o pH das bebidas atingiu valores entre 4,3 a 4,5. Esta determinagao
teve como objetivo a verificagdo do atendimento a legislagdo brasileira (ANVISA,
2008), isto é se o produto poderia ou nao ser considerado probiotico e entdo dar
prosseguimento as proximas etapas de analise microbiolégica, analise sensorial e
vida de prateleira.

Na tabela 14 s&o apresentadas as médias das contagens por grupos de
culturas probioticas antes e apds a fermentagao nas bebidas controle (0% de mel) e
nas bebidas em que foram adicionadas mel nas concentragdes de 3 e 5% antes da

fermentacao e suas respectivas analises estatisticas.

TABELA 14 - Contagens por grupo de micro-organismos probidticos apos
fermentacao nas bebidas adicionadas (3 e 5%) ou ndo de mel de abelha.

Contagens (log UFC/mL)

Adicaodomel[] L.acidophilus L.casei L.acidophilus + L.casei
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
0% 7,47° 7,76 7,73% 9,03*° 7,60° 8,25
3% 7,47° 8,87°° 7,737 9,24*P 7,607 8,22°°
5% 7,47°  6,50*° 7,73%  9,46"° 7,60° 7,94%°
(A’ B, C): Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna néo diferem significativamente a 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.
* b °): Médias seguidas da mesma letra na mesma linha n&o diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

4.4.1Bebidas controle (sem adigcao de mel de abelha)

Observando os resultados da tabela 14 verifica-se que nas bebidas sem

adicdo de mel (controle) o micro-organismo que apresentou maior crescimento
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durante a fermentacado foi L.casei que aumentou (p<0,05), aproximadamente, 1,3
ciclos log, passando de 7,73 log UFC/mL para 9,03 log UFC/mL durante as 25 horas
de fermentagdo. Ja o L.acidophilus apresentou o menor crescimento com a
diferenca de apenas 0,29 ciclo log entre sua contagem inicial e contagem final (7,47
log UFC/mL e 7,76 log UFC/mL, respectivamente). Entretanto, esse aumento é
significativo estatisticamente (p<0,05). A cultura mista das duas cepas apresentou
crescimento intermediario significativo (p<0,05), havendo um aumento de,
aproximadamente, 0,65 ciclo log durante o seu processo fermentativo de 10 horas
passando de 7,60 log UFC/mL para 8,25 log UFC/mL de bebida.

Semelhantemente, Mondragdn-Bernal (2004) verificou que a cultura pura
de L.paracasei subsp. paracasei, cepa com comportamento fermentativo semelhante
ao L.casei, apresentou um 6timo crescimento em EHS, atingindo contagens de 10"
a 10" log UFC/mL aproximadamente na 202 a 242 hora de incubacéo, momento em
que as proteinas da soja foram desnaturadas pela queda do pH. Mondragon-Bernal
(2004) verificou também que a cultura pura de L.acidophilus, apresentou pouco
aumento do numero de células em soja observado pela baixa contagem ao final da
fermentacdo, o mesmo foi encontrado no presente estudo.

Com relagdo ao comportamento do L.acidophilus, o mesmo autor verificou
que, quando era utilizado um baixo inéculo para fermentar o extrato hidrossoluvel de
soja a 37°C, o micro-organismo se desenvolvia melhor (de 3,7 log UFC/mL para 7,1
log UFC/mL) em 24 horas de fermentac&o, entretanto, durante todo esse tempo, o
pH inicial que era de 6,91 so atingiu o valor de 6,17. Quando foi utilizado um in6culo
maior para a fermentagcédo, o tempo de fermentagdo foi menor (12 horas) até se
atingir pH 4,4. Entretanto, o crescimento do L.acidophilus foi menor, aumentando de
7,70 log UFC/mL para 8,35 log UFC/mL de bebida, resultado semelhante ao
encontrado no presente estudo.

Mondragon-Bernal (2004) sugere que quando se utiliza indculo com altas
concentragbes de células de L.acidophilus, os micro-organismos consomem com
bastante eficacia os substratos ali presentes, ocorrendo uma queda ainda mais
rapida do pH, ou seja, um aumento da acidez devido a geragcdo de metabdlitos
acidos, o que causa com o tempo uma leve inibicdo do crescimento celular, uma
suposta autdlise (MONDRAGON-BERNAL, 2004).

4.4.2 Bebidas com adicao de mel de abelha
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Ao compararmos as médias das contagens finais dos micro-organismos
nas bebidas fermentadas com mel de abelha pelo L.casei (TABELA 14), verifica-se
que nao ha diferenga significativa entre elas. De forma semelhante, a adicdo de mel
nas bebidas fermentadas pela cultura mista das duas culturas probidticas nao
interferiu de forma significativa em suas viabilidades quando comparadas com a
bebida controle, sem adi¢do de mel.

Diferentemente dos resultados expostos anteriormente, as contagens de
células das trés diferentes bebidas fermentadas por L.acidophilus apresentaram
diferencga estatisticamente significativa (p<0,05) entre si, ou seja, a adigao de 3% de
mel ocasionou aumento de, aproximadamente, um log na contagem final de células.
Isso se deve, provavelmente, ao fato do mel ser um alimento rico em agucares e
fonte de carboidratos fermentaveis (MONDRAGON-BERNAL, 2004), contribuindo
para acelerar o metabolismo (MACEDO, 2008) e, supostamente também, o
crescimento e desenvolvimento microbiano quando adicionado nesta concentracgao.

Entretanto, a adicdo de 5% de mel, interferiu de forma negativa
diminuindo em, aproximadamente, um log na contagem de L.acidophilus quando
comparado com a bebida controle em que ndo houve adicdo de mel. Resultado
semelhante ao encontrado por Curda e Plockova (1995) que avaliaram o efeito do
mel adicionado em concentragdes de 0,1,3,5 e 10% no leite de vaca e verificou que
o L.acidophilus foi inibido nas bebidas em que foi adicionado em concentracdes
acima de 5%.

Uma possivel explicagcédo para o resultado encontrado é que o mel atue de
forma semelhante ao fruto oligossacarideo (FOS) ja que o mel € um alimento que
contém naturalmente oligossacarideos em sua composi¢cao (LEITE et al., 2000;
ANJO, 2004). Os oligossacarideos s&o parcialmente hidrolisados durante a
fermentacao liberando lentamente sacarose e monossacarideos que acabam por
servir como fonte de carbonos para o0s micro-organismos fermentadores
(MONDRAGON-BERNAL, 2004).

Em estudos em que o FOS foi adicionado em diferentes concentragoes,
com o objetivo de atuar como prebiético auxiliando o desenvolvimento e manutengéo
da viabilidade dos micro-organismos probidticos, os autores encontraram que o alto
teor de acucares presentes no FOS causa um incremento da pressao osmoética, que
somado a grande quantidade de inoculo e substrato acaba resultando em uma
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rapida queda de pH, causando com o tempo uma inibicdo das culturas presentes
nas bebidas, atuando como um antimicrobiano. Estes autores concluiram que o FOS
apresentou um efeito negativo sobre a contagem total final de células
(MONDRAGON-BERNAL, 2004; EVANGELISTA, 2011).

Ja em outras pesquisas, como a realizada por Chick et al. (2001) a adigao
de mel em leite de vaca nao foi inibitdria para as culturas. Nesse estudo, o objetivo
foi avaliar a influéncia do mel e de outros agucares quanto a acidez e viabilidade de
quatro culturas: Streptococcus termophilus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
delbrukeii subsp. bulgaricus e Bifibobacterium bifidum. O leite foi suplementado com
5% de mel, 5% de frutose e 5% de sacarose, separadamente. Como resultado, a
adicado de 5% de mel nao foi inibitéria para as culturas. Além disso, todas as culturas
permaneceram viaveis durante 14 dias, e ainda, a producdo de acido latico pela
B.bifidum foi significativamente maior na presengca de mel em relacdo aos outros
acgucares.

Assim, percebe-se que deve existir um balanco ideal de carboidratos
presentes no meio para que nao exista a inibicdo e consequente prejuizo do
crescimento dos probidticos durante a fermentacédo e a vida de prateleira, visto que
um excesso de acgucares eleva a pressao osmoética e acelera o metabolismo
microbiano causando a queda brusca do pH pela conversdo de agucares a acidos
organicos (EVANGELISTA, 2011).

Para produzir suas agdes benéficas, os alimentos probidticos devem ser
consumidos diariamente. A recomendacéo atual, de acordo com a ANVISA (2008), é
baseada na ingestdo diaria de 8 log a 9 log UFC/dia de micro-organismos viaveis.
Como a porcéao diaria de leite fermentado é estabelecida em 200 mL de acordo com
a ANVISA (2003), verifica-se que, em cada mL de bebida fermentada se deve ter, no
minimo, 10® UFC ou 6 log UFC de culturas probidticas para o produto ser
considerado funcional. Dessa forma, conclui-se que todas as bebidas fermentadas
desenvolvidas neste trabalho apresentaram a concentracdo de células viaveis de
acordo com o numero minimo exigido pela legislacdo e podem ser consideradas

probidticas.

4.5 ANALISE MICROBIOLOGICA DAS BEBIDAS FERMENTADAS
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De acordo com os resultados mostrados nas tabelas 15 e 16, todas as
bebidas analisadas apresentaram auséncia dos micro-organismos pesquisados.
Todas as bebidas estdo de acordo com os padrdes microbioldgicos estabelecidos e
exigidos pela legislagédo brasileira, segundo as recomendag¢des da Resolugdo RDC
n° 12 de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001) podendo ser encaminhadas

seguramente para a proxima etapa de analise sensorial.

TABELA 15 — Analises microbiolégicas das bebidas fermentadas a base EHS
adicionadas de mel de abelha antes da fermentagéo.

Micro-organismo/ Limite maximo (UFC/)

Bebidas Bacillus cereus/ g Coliformes/ g Salmonella spl 25g

5x 102 10 Ausente
A <10? <10 Ausente
B <102 <10 Ausente
C <10? <10 Ausente
D <10? <10 Ausente
E <10? <10 Ausente
F <10? <10 Ausente
G <10? <10 Ausente
H <10? <10 Ausente
| <10? <10 Ausente

A: Bebida fermentada pelo L.acidophilus sem adicdo de mel; B: Bebida fermentada pelo L.acidophilus
com adicdo de 3% de mel; C: Bebida fermentada pelo L.acidophilus com adicao de 5% de mel; D:
Bebida fermentada pelo L.casei sem adigdo de mel; E: Bebida fermentada pelo L.casei com adigéo
de 3% de mel;F: Bebida fermentada pelo L.casei com adicdo de 5% de mel;G: Bebida fermentada
pela mistura das linhagens sem adi¢do de mel; H: Bebida fermentada pela mistura das linhagens com
adicdo de 3% de mel; I: Bebida fermentada pela mistura das linhagens com adigdo de 5% de mel

TABELA 16 — Analises microbiolégicas das bebidas fermentadas a base EHS
adicionadas de mel de abelha depois da fermentagao.

Micro-organismo/ Limite maximo (UFC/)

Bebidas Bacillus cereus slg  Coliformes/ g Salmonella spl 25g

5x10? 10 Ausente
A’ <10? <10 Ausente
B’ <10? <10 Ausente
C’ <10? <10 Ausente
D’ <10? <10 Ausente
E’ <10? <10 Ausente
F’ <10? <10 Ausente
G’ <10? <10 Ausente
H’ <10? <10 Ausente
I <10 <10 Ausente

A’: Bebida fermentada pelo L.acidophilus sem adicdo de mel; B’: Bebida fermentada pelo
L.acidophilus com adigdo de 3% de mel; C’: Bebida fermentada pelo L.acidophilus com adigdo de 5%
de mel; D’: Bebida fermentada pelo L.casei sem adicdo de mel; E’: Bebida fermentada pelo L.casei
com adi¢cao de 3% de mel; F’: Bebida fermentada pelo L.casei com adicdo de 5% de mel; G’: Bebida
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fermentada pela mistura das linhagens sem adicdo de mel; H’: Bebida fermentada pela mistura das
linhagens com adigcao de 3% de mel; I’: Bebida fermentada pela mistura das linhagens com adigéo de
5% de mel.

4.6 ANALISE SENSORIAL DAS BEBIDAS FERMENTADAS

Das dezoito bebidas desenvolvidas e analisadas microbiologicamente -
correspondentes as nove bebidas com adicdo do mel antes e depois da
fermentagao, respectivamente — apenas as bebidas em que o mel foi adicionado
apdés o processo fermentativo foram enviadas para a analise sensorial, mesmo
tendo sido todas consideradas seguras microbiologicamente, conforme resultados
apresentados anteriormente. A escolha desse grupo de bebidas foi baseada em
alguns aspectos microbioldgicos, sendo o principal, relacionados a adicdo do mel
caso haja um futuro interesse em reprodugédo comercial das bebidas.

Os provadores recrutados para o teste de aceitacao e intengdo de compra

eram, em sua maioria, do sexo feminino (84%), com idade entre 16 e 25 anos (80%),
estudantes da UFMG com ensino superior incompleto (76%). Quase a metade dos
colaboradores da pesquisa (45%) apresentou renda familiar entre 5 e 9 salarios
minimos (TABELA 17).
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TABELA 17 - Caracterizagdo socio-econdémica dos participantes dos testes de
aceitacao e intencdo de compra de bebidas fermentadas a base de EHS.

VARIAVEIS SOCIO-ECONOMICAS %
Género

Feminino 84
Masculino 16

Faixa etaria (anos)

16 — 25 80
26 — 35 15
36 — 45 2
46 — 55

56 — 65

Escolaridade

Ensino Médio Completo 3
Ensino Superior Incompleto 76
Ensino Superior Completo 3

Po6s-graduagéo: Especializagéo
Po6s-graduagéo: Mestrado/Doutorado 17

Renda Familiar Mensal (salarios minimos)

1a4 34
>5a9 45
>10a19 15
>20a29 5
> 30 1

EHS: extrato hidrossoltvel de soja.

Ao analisarmos os relatos dos provadores em relag&o a ja ter experiéncia
anterior com bebidas a base de soja, quase a totalidade dos participantes da
pesquisa (89%) afirmou ja ter experimentado este tipo de produto. Entretanto, ao
serem questionados do quanto gostam ou desgostam de bebidas a base de soja,
grande parte dos participantes disse gostar moderadamente (42%), conforme figuras
12 e 13 abaixo.
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FIGURA 12 - Percentual (%) de consumidores que disseram ja ter ou nao
experimentado bebidas a base de soja anteriormente ao teste de aceitagdo e
intencdo de compra.
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FIGURA 13 — Percentual (%) de consumidores que relataram o quanto gostam ou
desgostam de bebidas a base de soja.

Behrens (2002) em seu estudo verificou a atitude de consumidores com
relagdo a alimentos a base de soja e derivados (proteina de soja, “leite” de soja,
‘iogurte” de soja, tofu e soja em graos) de 100 individuos considerados
consumidores desses produtos. Assim como no presente estudo, o autor constatou
que o consumo desses alimentos é apreciado por poucos individuos, tendo
encontrado uma média de apenas 3% dos consumidores relatando “gostar muito”,
12% “ndo gostar nem desgostar’ e 3% “desgostar moderadamente” de produtos a
base de soja.

Ao avaliar a frequéncia de consumo de bebidas a base de soja neste
trabalho, a grande maioria (78%) relatou consumir estes produtos raramente (40%) e
eventualmente (38%), conforme figura 14 abaixo.
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FIGURA 14 - Frequéncia de consumo (%) de bebidas a base de soja pelos
consumidores.

Ainda no estudo de Behrens (2002), assim como nesta pesquisa, poucos
(aproximadamente 3%) foram os entrevistados que reportaram consumir os produtos
a base de soja com frequéncia, apesar de a pesquisa ter sido realizada com
‘consumidores” destes produtos, de acordo com o autor. A proteina, o “leite” de soja
e, em menor escala, o tofu, foram os alimentos citados mais vezes pelos
entrevistados. Cerca de 30% deles responderam consumir esses alimentos, pelo
menos, uma vez por més. Por outro lado, o “iogurte” de soja e a soja em graos foram
produtos praticamente relatados como nunca consumidos pelos mesmos. O autor
verificou que 40% e 70% nunca experimentaram “leite” de soja e “iogurte” de soja,
respectivamente. Verificou-se ainda que, aproximadamente, 8% dos individuos
disseram consumir “leite” de soja com frequéncia igual ou superior a uma vez por
semana. O maior relato de consumo de proteina de soja pelos entrevistados poderia
ser justificado pelo fato da maioria ser estudantes ou funcionarios da UNICAMP e
que, por isso, geralmente realizam as suas refei¢des no restaurante universitario,
que serve diariamente como opgao de fonte proteica, a proteina de soja, tornando-a
mais conhecida por estes individuos (BEHRENS, 2002).

Por meio da analise dos dados do presente estudo, percebe-se que
embora o Brasil seja um dos maiores produtores mundiais de soja, a presenga deste
alimento ou derivados no habito do consumidor brasileiro é bastante pequena

(BEHRENS, 2002). Este resultado pode estar associado ao fato de grande parte dos
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brasileiros ainda desconhecer a qualidade nutricional da soja e os diversos
beneficios que ela proporciona a saude dos individuos, como a prevencido de
doencas cardiovasculares, cancer, osteoporose e sintomas da menopausa
(HASLER, 1998), uma vez que Behrens (2002), em seu trabalho, evidenciou a falta
de informagdes dos entrevistados sobre vantagens e beneficios do consumo regular
da soja e seus produtos na dieta diaria.

Verifica-se um potencial de expansédo de mercado destes produtos a partir
da elaboragao de novos alimentos a base de soja por se tratar de consumidores de
um pais considerado um dos maiores produtores do alimento e, ainda, por ter sido
verificado a falta de conhecimento da existéncia de uma variedade de outros
produtos a base de soja além do tradicional “leite” de soja aromatizado ou ndo. Para
isso, faz-se necessario pensar em diferentes estratégias tecnoldgicas para o
desenvolvimento de produtos mais agradaveis sensorialmente a fim de que venham
apresentar boa aceitacdo pelos consumidores aumentando assim a sua frequéncia
de consumo e, consequentemente, auxiliando na melhora da saude da populagao,
por se tratar de alimentos funcionais comprovados cientificamente por exercerem
diversos beneficios a saude.

Além disso, € interessante investir na divulgagcdo dos beneficios do
consumo de produtos a base de soja e de probidticos a saude humana, a fim de
levantar expectativas positivas nos consumidores e estimular a compra e consumo
destes produtos (BEHRENS, 2002).

Nas tabelas 18, 19 e 20 a seguir estdo apresentadas as médias de cada
caracteristica sensorial (aparéncia, aroma, sabor, consisténcia) e também da
impressao global avaliada pelo painel sensorial, de acordo com a sessao realizada
(13, 22 ou 3?) das nove bebidas fermentadas a base de EHS com adigdo do mel de
abelha apds a fermentagao utilizando uma escala de sete centimetros, além do teste

de intengcdo de compra, utilizando uma escala de cinco pontos.
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TABELA 18 - Média das notas de aceitacdo da 12 sessao em relagdo a aparéncia,
aroma, sabor, consisténcia, impressao global e das notas de intengdo de compra
das amostras de bebidas a base de soja adicionadas de mel ap6s o0 processo
fermentativo pelo L.acidophilus.

o L Impressdo Intengéo de
Amostra Aparéncia Aroma Sabor Consisténcia

global compra
A 4,62° 419 211° 4,292° 2,83° 1,72°
B 4,54° 412*  249° 3,93 2,97° 1,83°
C 4,56° 429°  296° 4,55° 3,38° 2,132

Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Amostra A: Bebida fermentada a base de soja pelo L.acidophilus sem adigdo de mel;
Amostra B: Bebida fermentada a base de soja pelo L.acidophilus com adigdo de 3% de mel;
Amostra C: Bebida fermentada a base de soja pelo L.acidophilus com adigdo de 5% de mel.

Teste de aceitagdo: escala hedbnica ndo estruturada de 7 cm onde o ponto ancora inferior
corresponde a “desgostei muitissimo” e o ponto ancora superior corresponde a “gostei muitissimo”.

Teste de intencdo de compra: escala de atitude estruturada de 5 pontos onde o ponto 1 corresponde
a “certamente ndo compraria”; 2 a “possivelmente ndo compraria”; 3 a “talvez comprasse, talvez ndo
comprasse”; 4 a “possivelmente compraria”; e, por fim, 5 a “certamente compraria”.

De acordo com os resultados acima, verificou-se que n&do houve diferenca
significativa entre as amostras A, B e C quanto a aparéncia e ao aroma. Entretanto,
analisando os valores médios das duas caracteristicas, as amostras foram aceitas
sensorialmente pelos provadores com relacdo a aparéncia por terem obtido médias
na faixa de aceitagcéo (entre 4,51 e 8,00), enquanto que, com relagdo ao aroma, as
mesmas foram rejeitadas sensorialmente pelos provadores por terem apresentado
meédias na faixa de rejeigao (entre 1,00 e 4,50). Corroborando esses dados, tém-se

os histogramas das figuras 15 e 16 a seguir.
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FIGURA 15 - Histograma de frequéncia das notas atribuidas pelos provadores da 12
sessdo (L.acidophilus) em relagdo a caracteristica sensorial “aparéncia” das
amostras de bebidas fermentadas a base de EHS. Regido de aceitagdo = notas de
4,51 a 8,00; regido de rejeicdo = notas de 1,00 a 4,50.

Amostra A: Bebida fermentada a base de soja pelo L.acidophilus sem adigdo de mel;
Amostra B: Bebida fermentada a base de soja pelo L.acidophilus com adicao de 3% de mel;
Amostra C: Bebida fermentada a base de soja pelo L.acidophilus com adigdo de 5% de mel.
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FIGURA 16 - Histograma de frequéncia das notas atribuidas pelos provadores da 12
sessdo (L.acidophilus) em relagdo a caracteristica sensorial “aroma” das amostras
de bebidas fermentadas a base de EHS. Regidao de aceitagdo = notas de 4,51 a
8,00; regiao de rejeicao = notas de 1,00 a 4,50.

Amostra A: Bebida fermentada a base de soja pelo L.acidophilus sem adigdo de mel;
Amostra B: Bebida fermentada a base de soja pelo L.acidophilus com adigdo de 3% de mel;
Amostra C: Bebida fermentada a base de soja pelo L.acidophilus com adigdo de 5% de mel.
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A partir das figuras, verificou-se que ndo houve grande variagdo das
meédias entre as amostras A, B e C e os percentuais de aceitagdo e de rejeicao
foram parecidos com ligeira tendéncia para a faixa de rejeicdo. Por isso, as médias
nao foram consideradas significativas a 5% e os histogramas estdo reproduzindo
com eficacia os resultados das médias obtidas.

Com relagdo ao sabor houve diferenga significativa a 5% entre as trés
amostras, entretanto, todas elas foram rejeitadas sensorialmente, sendo que a
rejeicao foi menor para a amostra C, seguida da amostra B e, finalmente, da
amostra A (TABELA 18). Dessa forma verificou-se que a adigdo de mel influenciou
positivamente no sabor. Uma hipétese para tal fato € que os agucares presentes no
mel podem ter mascarado, em partes, a acidez das bebidas fermentadas.
Entretanto, as médias mantiveram-se baixas, sinalizando que o sabor das bebidas
deve ser melhorado.

Da mesma forma, na caracteristica sensorial “impressédo global” e na
‘intengdo de compra” os consumidores rejeitaram menos a amostra C quando
comparado com as amostras A e B, ou seja, a amostra que continha a maior
concentracdo de mel. Novamente esses resultados sugerem que a adicdo de mel
auxiliou na menor rejeicao das bebidas pelos consumidores. Os histogramas abaixo

corroboram tais resultados.
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FIGURA 17 - Histograma de frequéncia das notas atribuidas pelos provadores da 12
sessédo (L.acidophilus) em relagdo a caracteristica sensorial “sabor” das amostras de
bebidas fermentadas a base de EHS. Regido de aceitacdo = notas de 4,51 a 8,00;
regiao de rejeicdo = notas de 1,00 a 4,50.
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Amostra A: Bebida fermentada a base de soja pelo L.acidophilus sem adigdo de mel;
Amostra B: Bebida fermentada a base de soja pelo L.acidophilus com adigdo de 3% de mel;
Amostra C: Bebida fermentada a base de soja pelo L.acidophilus com adigdo de 5% de mel.
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FIGURA 18 - Histograma de frequéncia das notas atribuidas pelos provadores da 12
sessao (L.acidophilus) em relagdo a caracteristica sensorial “impressao global” das
amostras de bebidas fermentadas a base de EHS. Regido de aceitagéo = notas de
451 a 8,00; regido de rejeicado = notas de 1,00 a 4,50.

Amostra A: Bebida fermentada a base de soja pelo L.acidophilus sem adigdo de mel;
Amostra B: Bebida fermentada a base de soja pelo L.acidophilus com adigdo de 3% de mel;
Amostra C: Bebida fermentada a base de soja pelo L.acidophilus com adigdo de 5% de mel.
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FIGURA 19 - Porcentagens de intengdo de compra positiva ou negativa ou atitude
de indiferenca pela avaliacdo das notas atribuidas pelos provadores da 12 sessao
(L.acidophilus) em relacdo ao teste de intengdo de compra das amostras de bebidas
fermentadas a base de EHS. Intencdo de compra positiva: notas 4 e 5. Intencao de
compra negativa: notas 1 e 2. Atitude de indiferenga: nota 3.

Amostra A: Bebida fermentada a base de soja pelo L.acidophilus sem adigdo de mel;
Amostra B: Bebida fermentada a base de soja pelo L.acidophilus com adigdo de 3% de mel;
Amostra C: Bebida fermentada a base de soja pelo L.acidophilus com adigdo de 5% de mel.

De acordo com os histogramas de frequéncia para “sabor”, “impresséo
global” e “intencdo de compra”, todas as amostras se encontraram na faixa de
rejeicao, entretanto, a adigcdo de mel influenciou de forma positiva na opinido dos
provadores, pois as médias foram aumentando de acordo com a concentracdo de
mel adicionada. E possivel também perceber que os provadores foram coerentes em
suas notas apresentando um comportamento homogéneo durante a avaliagéo
sensorial das amostras. E, ainda, verifica-se que para os provadores em questdo a
caracteristica sensorial “sabor” € determinante na avaliagdo sensorial da impressao
global e na intengcdo de compra dessas bebidas. Assim é fundamental a melhoria do
sabor destes produtos a fim de aumentar a aceitagcédo pelos consumidores.

E, por fim, na média de notas da caracteristica sensorial “consisténcia” foi
possivel verificar uma diferenga significativa a 5% entre as amostras C e B, mas nao
entre as amostras A e B e entre as amostras A e C (TABELA 18) o que pode ser

demonstrado no histograma de frequéncia a seguir.



114

100,0 B Regiao de aceitagédo
90,0 Regido de rejeicao
80,0
70,0 65,7
60,0 54,6 51.9
50,0 454
40,0 34,3
30,0
20,0
10,0

0,0

48,2

Amostra A Amostra B Amostra C

FIGURA 20 - Histograma de frequéncia das notas atribuidas pelos provadores da 12
sessdo (L.acidophilus) em relagdo a caracteristica sensorial “consisténcia” das
amostras de bebidas fermentadas a base de EHS. Regido de aceitagdo = notas de
451 a 8,00; regido de rejeigao = notas de 1,00 a 4,50.

Amostra A: Bebida fermentada a base de soja pelo L.acidophilus sem adigdo de mel;
Amostra B: Bebida fermentada a base de soja pelo L.acidophilus com adigdo de 3% de mel;
Amostra C: Bebida fermentada a base de soja pelo L.acidophilus com adigdo de 5% de mel.

A bebida fermentada a base de soja pelo L.acidophilus com adigao de 5%
de mel apos a fermentacao - bebida C - foi considerada a bebida mais bem aceita
sensorialmente dentre as bebidas da 12 sessao, sendo entdo, a designada para
prosseguir para a etapa de vida de prateleira deste estudo, juntamente com o seu
controle sem adi¢cao de mel (bebida A com 0% de mel).

Na tabela 19 abaixo, encontram-se os resultados das médias das notas
de aceitacdo da 22 sessdo da analise sensorial das mesmas caracteristicas
avaliados na primeira sessao das bebidas a base de soja adicionadas de mel apds a

fermentacao pelo L.casei.
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TABELA 19 - Média das notas de aceitagcdo da 22 sessao em relagdo a aparéncia,
aroma, sabor, consisténcia, impressao global e das notas de intengdo de compra
das amostras de bebidas a base de soja adicionadas de mel ap6s o0 processo
fermentativo pelo L.casei.

. o Impressdo Intencao de
Amostra Aparéncia Aroma Sabor Consisténcia

global compra
D 5,33° 3,96° 2,51° 4,76° 2,95° 1,74°
E 5,36° 4,50° 3,07° 4,86° 3,43° 1,99°
F 4,99° 4,09° 3,69° 4,66° 3,86° 2,36°

Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Amostra D: Bebida fermentada a base de soja pelo L.casei sem adi¢do de mel;
Amostra E: Bebida fermentada a base de soja pelo L.casei com adigdo de 3% de mel;
Amostra F: Bebida fermentada a base de soja pelo L.casei com adi¢do de 5% de mel.

Teste de aceitagéo: escala heddnica n&o estruturada de 7 cm onde o ponto ancora inferior corresponde
a “desgostei muitissimo” e o ponto ancora superior corresponde a “gostei muitissimo”.

Teste de intengdo de compra: escala hedodnica estruturada de 5 pontos onde o ponto 1 corresponde a
“certamente ndo compraria”; 2 a “possivelmente ndo compraria”; 3 a “talvez comprasse, talvez nao
comprasse”; 4 a “possivelmente compraria”; e, por fim, 5 a “certamente compraria”.

E verificado que as bebidas obtidas pela fermentacdo pelos diferentes
micro-organismos apresentaram caracteristicas diferentes sendo que o L.casei, de
uma maneira geral, apresentou médias maiores do que o L.acidophilus.

Analisando os dados da tabela acima, na média de notas da caracteristica
sensorial “aparéncia” foi possivel verificar uma diferenga significativa a 5% entre as
amostras D e E com a amostra F e, também, uma diferenga significativa a 5% entre
as amostras D e F com a amostra E nas médias de notas da caracteristica sensorial
“‘aroma”.

Os valores médios dessas duas caracteristicas indicaram, novamente,
como na sessao anterior, que as amostras foram aceitas sensorialmente pelos
provadores com relacdo a “aparéncia”, entretanto, rejeitadas com relagdo ao
“aroma”, por terem obtido médias na faixa de aceitagéo (entre 4,51 e 8,00) e na faixa
de rejeicdo (entre 1,00 e 4,50), respectivamente, o que pode ser visualizado nos

histogramas de frequéncia das figuras 21 e 22 a seguir.
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FIGURA 21 - Histograma de frequéncia das notas atribuidas pelos provadores da 22
sessdo (L.casei) em relagdo a caracteristica sensorial “aparéncia” das amostras de
bebidas fermentadas a base de EHS. Regido de aceitacdo = notas de 4,51 a 8,00;
regiao de rejeicao = notas de 1,00 a 4,50.

Amostra D: Bebida fermentada a base de soja pelo L.casei sem adi¢do de mel;
Amostra E: Bebida fermentada a base de soja pelo L.casei com adi¢do de 3% de mel;
Amostra F: Bebida fermentada a base de soja pelo L.casei com adi¢ao de 5% de mel.
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FIGURA 22 - Histograma de frequéncia das notas atribuidas pelos provadores da 22
sessdo (L.casei) em relagdo a caracteristica sensorial “aroma” das amostras de
bebidas fermentadas a base de EHS. Regido de aceitacdo = notas de 4,51 a 8,00;
regiao de rejeicao = notas de 1,00 a 4,50.

Amostra D: Bebida fermentada a base de soja pelo L.casei sem adi¢do de mel;
Amostra E: Bebida fermentada a base de soja pelo L.casei com adi¢do de 3% de mel;
Amostra F: Bebida fermentada a base de soja pelo L.casei com adi¢ao de 5% de mel.
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A partir das figuras, verificou-se claramente que as trés amostras foram
aceitas com relagdo a “aparéncia” e que foram rejeitadas com relagdo ao “aroma”.
Entretanto, a adicdo de mel n&o influenciou positivamente em nenhuma das duas
caracteristicas sensoriais.

Foi possivel verificar também que na caracteristica sensorial “aparéncia”
as médias das amostras D e E apresentaram valores semelhantes, entretanto,
superiores ao valor da média da amostra F apresentando diferenca estatistica a 5%
(FIGURA 22). Ja com relagdo ao “aroma” as médias das amostras D e F é que foram
parecidas, entretanto, inferiores ao valor da média da amostra E apresentando
diferenca estatistica a 5% da mesma (FIGURA 23).

Percebeu-se assim que os histogramas estdo reproduzindo, novamente,
com eficacia os resultados das médias obtidas e da analise estatistica realizada
sobre as mesmas.

Na analise das médias obtidas pelos provadores com relagdo ao sabor
houve diferenca significativa a 5% entre as trés amostras D, E e F, entretanto, todas
elas foram rejeitadas sensorialmente, sendo que a rejeicdo foi menor conforme
aumentou-se a concentragdo do mel adicionado nas bebidas (TABELA 19). Da
mesma forma, na caracteristica sensorial “impressdo global” e na “intencdo de
compra” os consumidores rejeitaram menos a amostra F quando comparado com as
amostras D e E, ou seja, a amostra que continha o maior teor de mel.

Com isso verificou-se que, novamente, a adicdo de mel influenciou
positivamente no sabor e, consequentemente, na impressdo global e intengcdo de
compra ja que, através dessas sessdes de analise sensorial, foi possivel identificar
que o sabor é o principal parametro pelos provadores dessa pesquisa para definir a
nota da impresséo global e atitude de intengdo de compra com relagdo as amostras
analisadas. Entretanto, apesar do auxilio do mel na menor rejeicdo das bebidas
pelos consumidores, as médias mantiveram-se baixas, indicando a necessidade de
uma mudanga de aspecto tecnoldgico a fim de melhorar o sabor das bebidas como
adicdo de aromatizantes, espessantes, pedacos de frutas, dentre outros. Os
histogramas abaixo corroboram tais resultados.
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FIGURA 23 - Histograma de frequéncia das notas atribuidas pelos provadores da 22
sessao (L.casei) em relagdo a caracteristica sensorial “sabor’ das amostras de
bebidas fermentadas a base de EHS. Regido de aceitagdo = notas de 4,51 a 8,00;
regiao de rejeicao = notas de 1,00 a 4,50.

Amostra D: Bebida fermentada a base de soja pelo L.casei sem adigdo de mel;
Amostra E: Bebida fermentada a base de soja pelo L.casei com adi¢do de 3% de mel;
Amostra F: Bebida fermentada a base de soja pelo L.casei com adi¢ao de 5% de mel.
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FIGURA 24 - Histograma de frequéncia das notas atribuidas pelos provadores da 22
sessao (L.casei) em relagdo a caracteristica sensorial “impressdo global” das
amostras de bebidas fermentadas a base de EHS. Regido de aceitagdo = notas de
451 a 8,00; regido de rejeicao = notas de 1,00 a 4,50.

Amostra D: Bebida fermentada a base de soja pelo L.casei sem adicdo de mel;
Amostra E: Bebida fermentada a base de soja pelo L.casei com adi¢do de 3% de mel;
Amostra F: Bebida fermentada a base de soja pelo L.casei com adi¢ao de 5% de mel.
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FIGURA 25 — Porcentagens de intengdo de compra positiva ou negativa ou atitude
de indiferenca pela avaliagdo das notas atribuidas pelos provadores da 22 sessao
(L.casei) em relagdo ao teste de intencdo de compra das amostras de bebidas
fermentadas a base de EHS. Intengdo de compra positiva: notas 4 e 5. Intengao de
compra negativa: notas 1 e 2. Atitude de indiferenga: nota 3.

Amostra D: Bebida fermentada a base de soja pelo L.casei sem adigdo de mel;
Amostra E: Bebida fermentada a base de soja pelo L.casei com adi¢do de 3% de mel;
Amostra F: Bebida fermentada a base de soja pelo L.casei com adi¢ao de 5% de mel.

Nitidamente as trés amostras foram rejeitadas sensorialmente com
relagdo ao sabor e impressao global e, ainda, apresentaram atitude de intencao de
compra negativa. Foi possivel verificar também que as médias de todas as trés
amostras apresentaram diferenca estatistica a 5% entre si.

Na analise das médias das notas para “consisténcia”, todas as amostras
D, E e F apresentaram-se com valores semelhantes ndo havendo diferenga
significativa a 5% entre elas, conforme histograma da figura 26 abaixo.
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FIGURA 26 - Histograma de frequéncia das notas atribuidas pelos provadores da 22
sessdo (L.casei) em relagdo a caracteristica sensorial “consisténcia” das amostras
de bebidas fermentadas a base de EHS. Regidao de aceitagdo = notas de 4,51 a
8,00; regiao de rejeicao = notas de 1,00 a 4,50.

Amostra D: Bebida fermentada a base de soja pelo L.casei sem adicdo de mel;
Amostra E: Bebida fermentada a base de soja pelo L.casei com adi¢do de 3% de mel;
Amostra F: Bebida fermentada a base de soja pelo L.casei com adi¢ao de 5% de mel.

A bebida fermentada a base de soja pelo L.casei com adicdo de 5% de
mel apos a fermentagdo - bebida F - foi considerada a bebida mais bem aceita
sensorialmente dentre as bebidas da 22 sessdo, sendo entdo, a designada para
prosseguir para a etapa de vida de prateleira deste estudo, juntamente com o seu
controle sem adi¢cao de mel (bebida D com 0% de mel).

Na tabela 20 abaixo, encontram-se os resultados das médias das notas
de aceitacdo da 32 sessdo da analise sensorial das mesmas caracteristicas
avaliados na primeira sessao das bebidas a base de soja adicionadas de mel apés a

fermentacao pela mistura dos dois micro-organismos (L.casei e L.acidophilus).
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TABELA 20 - Média das notas de aceitacdo da 32 sessao em relagdo a aparéncia,
aroma, sabor, consisténcia, impressao global e das notas de intencdo de compra
das amostras de bebidas a base de soja adicionadas de mel ap6s o processo
fermentativo pelo L.acidophilus e L.casei.

o . . . |Impressao Intencdo de
Amostra Aparéncia Aroma Sabor Consisténcia

global compra
G 5,20° 4,357  2,86° 4,872 3,41° 1,96°
H 5,06 4,19° 3,31 5,142 3,77° 2,15°
I 5,172 4,32°  4,06° 5,16° 4,242 2,552

Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Amostra G: Bebida fermentada a base de soja pela mistura das culturas sem adicdo de mel;
Amostra H: Bebida fermentada a base de soja pela mistura das culturas com adi¢do de 3% de mel;
Amostra I: Bebida fermentada a base de soja pela mistura das culturas com adigéo de 5% de mel.

Teste de aceitagéo: escala heddnica n&o estruturada de 7 cm onde o ponto ancora inferior corresponde
a “desgostei muitissimo” e o ponto ancora superior corresponde a “gostei muitissimo”.

Teste de intengdo de compra: escala heddnica estruturada de 5 pontos onde o ponto 1 corresponde a
“certamente ndo compraria”; 2 a “possivelmente ndo compraria”; 3 a “talvez comprasse, talvez nao
comprasse”; 4 a “possivelmente compraria”; e, por fim, 5 a “certamente compraria”.

A utilizagdo da mistura dos dois micro-organismos para O
desenvolvimento das bebidas resultou em um produto final com caracteristicas
sensoriais mais agradaveis aos provadores do que os desenvolvidos com 0s micro-
organismos isolados devido aos valores das médias das caracteristicas sensoriais
analisadas terem sido maiores do que os das sessdes anteriores.

As amostras G, H e | ndo apresentaram diferenga significativa a 5% com
relacdo a “aparéncia’, ao “aroma”’ e a “consisténcia” (TABELA 20). Entretanto,
analisando os valores médios das trés caracteristicas, as amostras foram aceitas
sensorialmente pelos provadores com relagdo a aparéncia e a consisténcia por
terem obtido médias na faixa de aceitagao, enquanto que, com relacdo ao aroma, as
mesmas foram rejeitadas sensorialmente pelos provadores por terem apresentado
meédias na faixa de rejeicdo. Os histogramas das figuras a seguir corroboram esses

dados.
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FIGURA 27 - Histograma de frequéncia das notas atribuidas pelos provadores da 32
sessdo (mistura dos micro-organismos L.acidophilus com L.casei) em relagdo a
caracteristica sensorial “aparéncia” das amostras de bebidas fermentadas a base de
EHS. Regido de aceitagdo = notas de 4,51 a 8,00; regido de rejeicdo = notas de 1,00
a 4,50.

Amostra G: Bebida fermentada a base de soja pela mistura do L.acidophilus c/ L.casei sem adi¢cao
de mel;

Amostra H: Bebida fermentada a base de soja pela mistura do L.acidophilus c/ L.casei com adi¢cao
de 3% de mel;

Amostra I: Bebida fermentada a base de soja pela mistura do L.acidophilus c/ L.casei com adigao de
5% de mel.
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FIGURA 28 - Histograma de frequéncia das notas atribuidas pelos provadores da 32
sessdo (mistura dos micro-organismos L.acidophilus com L.casei) em relagdo a
caracteristica sensorial “aroma” das amostras de bebidas fermentadas a base de
EHS. Regido de aceitagdo = notas de 4,51 a 8,00; regido de rejei¢cado = notas de 1,00
a 4,50.
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Amostra G: Bebida fermentada a base de soja pela mistura do L.acidophilus c/ L.casei sem adi¢cao
de mel;

Amostra H: Bebida fermentada a base de soja pela mistura do L.acidophilus c/ L.casei com adi¢cao
de 3% de mel;

Amostra I: Bebida fermentada a base de soja pela mistura do L.acidophilus c/ L.casei com adigao de
5% de mel.
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FIGURA 29 - Histograma de frequéncia das notas atribuidas pelos provadores da 32
sessdo (mistura dos micro-organismos L.acidophilus com L.casei) em relagdo a
caracteristica sensorial “consisténcia” das amostras de bebidas fermentadas a base
de EHS. Regi&do de aceitagdo = notas de 4,51 a 8,00; regido de rejeicdo = notas de
1,00 a 4,50.

Amostra G: Bebida fermentada a base de soja pela mistura do L.acidophilus c/ L.casei sem adi¢cao
de mel;

Amostra H: Bebida fermentada a base de soja pela mistura do L.acidophilus c/ L.casei com adi¢cao
de 3% de mel;

Amostra I: Bebida fermentada a base de soja pela mistura do L.acidophilus c/ L.casei com adigao de
5% de mel.

A partir das figuras, verificou-se que ndo houve grande variagdo das
meédias entre as amostras G, H e | com relagdo as caracteristicas sensoriais
analisadas. Porém, para a “aparéncia” e “consisténcia” as amostras se
apresentaram com altos percentuais de aceitagdo, enquanto que para o “aroma”, as
amostras se apresentaram com ligeira tendéncia para a faixa de rejeigdo. As médias
nao foram consideradas significativas a 5% e, por isso, os histogramas estao
reproduzindo com eficacia os resultados dos valores obtidos.

Da mesma forma que nas sessdes anteriores, com relagdo ao “sabor”,
‘impressao global” e atitude de “intengcdo de compra” houve diferenga significativa a

5% entre as trés amostras, entretanto, todas elas foram rejeitadas sensorialmente,
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sendo que a rejeicao foi menor para a amostra |, seguida da amostra H e,
finalmente, da amostra G (TABELA 20). Os histogramas abaixo confirmam tais

resultados.
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FIGURA 30 - Histograma de frequéncia das notas atribuidas pelos provadores da 32
sessao (mistura dos micro-organismos L.acidophilus com L.casei) em relagédo a
caracteristica sensorial “sabor” das amostras de bebidas fermentadas a base de
EHS. Regido de aceitagéo = notas de 4,51 a 8,00; regido de rejeicao = notas de 1,00
a 4,50.

Amostra G: Bebida fermentada a base de soja pela mistura do L.acidophilus c/ L.casei sem adi¢cao
de mel;

Amostra H: Bebida fermentada a base de soja pela mistura do L.acidophilus c/ L.casei com adi¢cao
de 3% de mel;

Amostra I: Bebida fermentada a base de soja pela mistura do L.acidophilus c/ L.casei com adigao de
5% de mel.
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FIGURA 31 - Histograma de frequéncia das notas atribuidas pelos provadores da 32
sessao (mistura dos micro-organismos L.acidophilus com L.casei) em relagédo a
caracteristica sensorial “impressao global’” das amostras de bebidas fermentadas a
base de EHS. Regido de aceitagdo = notas de 4,51 a 8,00; regido de rejeigdo =
notas de 1,00 a 4,50.

Amostra G: Bebida fermentada a base de soja pela mistura do L.acidophilus c/ L.casei sem adi¢cao
de mel;

Amostra H: Bebida fermentada a base de soja pela mistura do L.acidophilus c/ L.casei com adi¢cao
de 3% de mel;

Amostra I: Bebida fermentada a base de soja pela mistura do L.acidophilus c/ L.casei com adigao de
5% de mel.
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FIGURA 32 - Porcentagens de intengdo de compra positiva ou negativa ou atitude
de indiferenca pela avaliagdo das notas atribuidas pelos provadores da 32 sesséao
(mistura dos micro-organismos L.acidophilus com L.casei) em relacao ao teste de
intencdo de compra das amostras de bebidas fermentadas a base de EHS. Intencao
de compra positiva: notas 4 e 5. Intencdo de compra negativa: notas 1 e 2. Atitude
de indiferenga: nota 3.
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Amostra G: Bebida fermentada a base de soja pela mistura do L.acidophilus c/ L.casei sem adi¢cao
de mel;

Amostra H: Bebida fermentada a base de soja pela mistura do L.acidophilus c/ L.casei com adi¢cao
de 3% de mel;

Amostra I: Bebida fermentada a base de soja pela mistura do L.acidophilus c/ L.casei com adigao de
5% de mel.

De acordo com os histogramas de frequéncia para “sabor”, “impresséo
global” e “intencdo de compra”, todas as amostras se encontraram na faixa de
rejeicao, entretanto, a adicdo de mel influenciou de forma positiva na opinido dos
provadores, pois as médias foram aumentando de acordo com a concentracdo de
mel adicionada.

A bebida fermentada a base de soja pela mistura do L.acidophilus com
L.casei com adi¢ao de 5% de mel apds a fermentacao - bebida | - foi considerada a
bebida mais bem aceita sensorialmente dentre as bebidas da 3? sessdo, sendo
entdo, a designada para prosseguir para a etapa de vida de prateleira deste estudo,
juntamente com o seu controle sem adigao de mel (bebida G com 0% de mel).

E importante ressaltar que, em todas as trés sessdes, ocorreram
situagbes que foram semelhantes entre si caracterizando o comportamento dos
provadores como homogéneo durante a avaliagado sensorial das amostras. Pode-se
perceber nitidamente que, em todas as sessdes, as bebidas selecionadas para dar
prosseguimento a este trabalho foram as em que houve a adi¢gado de 5% de mel de
abelha. Assim, sugere-se que o mel pode ter influenciado positivamente as bebidas
C, F e | que apresentaram os melhores resultados de aceitagcédo entre os provadores.

Em todas as sessbes, as trés amostras analisadas apresentaram
diferengas significativas a 5% com relagdo ao sabor, a impresséo global e a atitude
de intengdo de compra. Entretanto, todas foram rejeitadas sensorialmente devido as
meédias baixas sendo que a rejei¢do foi menor para a amostra com maior adicdo de
mel, seguida da amostra com adicdo de 3% de mel e, finalmente, da amostra
controle, sem adigdo de mel. Dessa forma verificou-se, em todas as sessbdes, que o
mel influenciou positivamente no sabor e, ainda, que essa caracteristica sensorial &
determinante na avaliagdo sensorial da impresséo global e na intencdo de compra
das bebidas para os provadores em questdo. Assim é fundamental a melhoria do
sabor destes produtos a fim de aumentar a aceitagédo pelos consumidores.

Uma hipotese de que o mel influencia positivamente no sabor é que os

agucares presentes nesse alimento podem mascarar, em parte, a acidez das



127

bebidas fermentadas e, ainda, proporcionar um sabor mais agradavel e adocicado
nas bebidas, mascarando o gosto residual tipico das bebidas a base de extrato de
soja.

Algumas sugestdes tecnoldgicas para a melhoria do sabor nas bebidas
sdo aumentar a concentracio de mel a ser adicionado, utilizar
aromatizantes/espessantes, adicionar pedacgos de frutas, dentre outras.

A bebida fermentada pela mistura dos micro-organismos (Lcasei e
L.acidophilus) com adigao de 5% de mel foi a que obteve destaque por ter resultado
nas maiores médias em todas as caracteristicas sensoriais e no teste de atitude de
intencdo de compra. Dessa forma, foi considerada a bebida mais adequada, com
relagdo aos resultados da analise sensorial, a dar prosseguimento em estudos
futuros.

No estudo de Barbosa (2007), no qual o objetivo era desenvolver uma
bebida fermentada probidtica a base de extrato de soja e saborizada com sacarose
e polpa de péssego, na etapa de analise sensorial do trabalho, foi verificado que a
sacarose apresentou significancia linear e positiva. Ou seja, quanto mais sacarose
era adicionada a bebida, maior era a sua aceitacdo pelos consumidores, havendo
um aumento da preferéncia da bebida em relacdo a dogura. De acordo com o autor
da pesquisa, esse resultado era esperado visto que a sacarose e o sabor resultante
de produtos fermentados mascaram o sabor de produtos a base de soja téo
indesejaveis pelos consumidores.

Assim, como a aceitagdo pelos consumidores do extrato de soja em sua
forma pura ainda é limitada, sdo desenvolvidas tecnologias para melhorar a
qualidade sensorial destes produtos alcangando resultados bastante positivos como
€ 0 caso da adi¢ao de ingredientes que conferem dogura e/ou aromatizantes com o
intuito de melhorar o sabor (RODRIGUES, 2003).

Valim et al. (2003) em seu estudo, obteve excelentes resultados de
aceitacdo sensorial em bebida a base de suco de laranja e extrato aquoso de soja.
Da mesma forma, Chauhan et al. (1993) ao testarem diferentes combinag¢des de
polpa de manga com isolado protéico de soja na elaboragdo de uma bebida,
verificaram que a formulagdo com maior quantidade de polpa de manga foi a mais
bem aceita sensorialmente por ter contribuido significativamente na melhora do
sabor e textura da bebida desenvolvida. Portanto, verifica-se que a suplementagao
das bebidas fermentadas de soja com substéncias saborizantes como acgucares e
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polpas de frutas € uma opcado para melhorar e/ou incrementar as caracteristicas
sensoriais e a aceitabilidade do produto, porém é desconhecida a influéncia destas
substancias saborizantes sobre a fermentag&o das bactérias probiodticas.

Segundo Dutcosky (1996), uma amostra € considerada bem aceita
quando apresenta indice de Aceitabilidade maior ou igual a 70%.

Bobbio & Bobbio (1995) relataram que a primeira impressao que se tem
de um alimento € o seu visual. Assim, a aparéncia € um dos principais aspectos
observados na qualidade e aceitagdo de um produto.

Felberg et al. (2004), ao estudar a aceitabilidade de uma bebida composta
por soja integral e castanha do brasil com EHS a 10% desprovido de lipoxigenases,
obtiveram um indice de aceitagao entre 4,2 a 4,5 numa escala de 9 pontos, ou seja,
uma aceitacdo de, aproximadamente, 50%, e enquadramento na area de
indiferenca. Behrens (2002), também verificou em seu estudo uma grande rejei¢ao
pelos provadores de bebidas a base de EHS fermentadas por micro-organismos
probioticos adicionadas de sacarose ou lactose (2% m/v), obtendo uma nota média
de aceitagdo do sabor de, aproximadamente, 3,28, que corresponde a um nivel de
36,5% de indice de aceitabilidade, sendo nitidamente rejeitadas pelos consumidores
por estarem enquadradas na area de rejei¢ao.

Corroborando esses dados, Kopper (2009), verificou que nenhuma de
suas formulagdes a base de EHS alcangou o indice minimo de aceitagcdo de 70%
com relagcdo ao sabor, apesar de todas as suas bebidas terem apresentado uma
aceitacdo acima de 60%. Entretanto, € importante ressaltar que, em seu estudo,
80% dos provadores relataram consumir com frequéncia algum produto a base de
soja, 0 que pode ser considerado um suposto indicativo de que gostam desse tipo
de alimento, diferentemente do encontrado neste trabalho, onde apenas 12%
consomem frequentemente esses produtos. Essa baixa frequéncia de consumo de
alimentos a base de soja por parte dos provadores do presente estudo, pode ter
interferido no alto indice de rejeigdo das bebidas.

O mercado deve investir mais neste segmento de produtos a base de
soja, levando em consideragao, principalmente, os aspectos sensoriais dos produtos
como o sabor, principal item avaliado pelos consumidores e divulgar de maneira

ampla os beneficios a quem os consomem.
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4.7 ESTUDO DA VIDA DE PRATELEIRA DAS BEBIDAS FERMENTADAS

4.7.1 Analise de acidez total e pH

Nas tabelas 21, 22 e 23 abaixo estdo apresentados os resultados do pH e
acidez total em acido latico nos tempos de 1, 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento
sob refrigeragdo controlada, das bebidas fermentadas que foram selecionadas na
analise sensorial, ou seja, as bebidas adicionadas de 5% de mel apds a
fermentacao, para o estudo de vida de prateleira e seus respectivos controles.

TABELA 21 - Determinagdo do pH e acidez total das bebidas fermentadas pelo
L.acidophilus durante a vida de prateleira.

Tempo L.acidophilus
(dias) Bebida A (0% mel) Bebida C (5% mel)
pH ATT (%) pH ATT (%)

1 4,30° 0,43 + 0,02° 4,22° 0,44 +0,03°
7 4,25° 0,44 + 0,07° 4,16° 0,50 £ 0,03°
14 4,15° 0,45+ 0,01° 3,97° 0,50 £ 0,01%°
21 4,06° 0,43 +0,01° 3,84¢ 0,51 £0,03%°
28 4,19° 0,46 + 0,01° 4,00° 0,54 +0,03°

Dados representam o valor médio de trés lotes e seu desvio padrdo. Analises em triplicata.
* b.c.d, °): Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

TABELA 22 - Determinagdo do pH e acidez total das bebidas fermentadas pelo
L.casei durante a vida de prateleira.

Tempo L.casei
(dias) Bebida D (0% mel) Bebida F (5% mel)
pH ATT (%) pH ATT (%)
1 4,16° 0,51 +0,03° 4,08° 0,56 % 0,03¢
7 4,13° 0,54 + 0,00° 4,01° 0,65 + 0,04°
14 4,08° 0,51 +0,02° 3,86° 0,67 + 0,05°
21 4,20° 0,51 +0,03° 3,90° 0,71 £ 0,04°
28 4,15° 0,53 +0,01° 3,78° 0,76 + 0,06°

Dados representam o valor médio de trés lotes e seu desvio padrdo. Analises em triplicata.
* b.c.d, °): Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
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TABELA 23 - Determinagdo do pH e acidez total das bebidas fermentadas pela
mistura do L.acidophilus com L.casei durante a vida de prateleira.

Tempo Mistura do L.acidophilus com L.casei
(dias) Bebida G (0% mel) Bebida | (5% mel)
pH ATT (%) pH ATT (%)

1 4,16° 0,47 £0,02° 4,15° 0,47 + 0,04¢
7 4,26° 0,49 £ 0,04° 4,01° 0,57 £ 0,03°
14 4,10° 0,46 + 0,05° 3,79° 0,61+ 0,03°
21 3,96¢ 0,47 £0,02° 3,58° 0,63 £0,03°
28 4,11° 0,49 £ 0,04° 3,70° 0,69 £ 0,03°

Dados representam o valor médio de trés lotes e seu desvio padrdo. Analises em triplicata.
* b.c.d, °): Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Pode-se observar que durante o periodo de armazenamento, todas as
bebidas apresentaram diminuigdo significativa de pH (p<0,05) (TABELAS 21, 22 e
23). Observa-se uma variagéo de 4,08 a 4,30 e de 3,70 a 4,19 nos valores de pH
inicial e final, respectivamente, sendo que o menor valor de pH final foi encontrado
na bebida fermentada pela mistura do L. acidophilus com L.casei com valor de 3,70
(TABELA 23).

Em trabalho semelhante relacionado ao estudo da vida de prateleira de
bebidas a base de EHS fermentadas por micro-organismos probioticos, Kopper
(2009) verificou que as bebidas desenvolvidas em seu estudo apresentaram pH
inicial e final proximos a 4,40 e 3,80, respectivamente. Da mesma forma, Evangelista
(2011) observou que os valores de pH das bebidas produzidas foram diminuindo ao
longo do periodo de estocagem, chegando ao menor valor final de 4,08. Barbosa
(2007) ao analisar o pH das bebidas produzidas apds 7 dias de armazenamento
verificou uma pequena redugcao dos seus valores, da mesma forma que Oliveira e
Damin (2000) em estudo parecido com analise do pH durante o tempo de
armazenamento de leites fermentados.

Analisando os dados das tabelas 21, 22 e 23 percebe-se também que o
pH inicial das bebidas em que o mel foi adicionado (5% m/v) apresentou menores
valores do que as suas respectivas bebidas controle. Isso porque o mel é um

alimento acido com pH préximo a 3,91 (CAMPOS, 1987), portanto, quando
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adicionado no alimento ele naturalmente aumenta a sua acidez. Resultado
semelhante foi encontrado no estudo de Macedo (2007) ao verificar que os valores
meédios de pH resultantes das bebidas fermentadas pelas bifidobactérias na
presenca de mel (3% p/v) foram significativamente menores (p<0,05) dos controles
sem mel.

A reducédo do pH durante o tempo de armazenamento esta relacionada ao
evento da pos-acidificagdo que ocorre durante a estocagem do produto em
temperaturas mais baixas, sendo que a diminuicdo do pH acontece devido a
producdo de acido lactico por micro-organismos que sobrevivem bem ao
armazenamento refrigerado, como € o caso do L.acidophilus (FERREIRA, 1999).
Semelhantemente Tamime & Robinson (1991) relatam que o valor do pH interfere
nas atividades metabdlicas das bactérias, podendo ser favoravel ou nao para certos
grupos de culturas como é o caso dos micro-organismos do género Lactobacillus
que crescem e toleram valores de pH mais baixos.

Essas alteragcbes nos valores de pH ocorrem devido a varios fatores que
podem estar envolvidos na produgédo do alimento como o tipo e porcentagem de
cultura utilizada no desenvolvimento do produto, a atividade de cultura escolhida, o
valor do pH determinado para finalizar a fermentagéo, o tempo de armazenamento
(THAMER & PENNA, 2006), assim como os ingredientes adicionados, a temperatura
de fermentacao, dentre outros.

De acordo com os resultados verifica-se também que houve um pequeno
aumento nos valores de pH na ultima semana de estocagem, do 21° dia para o 28°
dia, com excecdo apenas das bebidas fermentadas pelo L.casei (bebidas D e F).
Este resultado é semelhante ao encontrado no estudo de Mondragon-Bernal (2004)
onde apds 60 horas de fermentagédo, as bebidas fermentadas pelos L.acidophilus
apresentaram um leve incremento do pH, causado provavelmente por autdlise
desses micro-organismos.

Como se pode observar nas tabelas 21, 22 e 23 e na figura 16 (Apéndice
J) houve um aumento gradual de acidos durante todo o periodo de armazenamento
em todas as bebidas analisadas. Este resultado ja era esperado visto que, como
relatado anteriormente, os micro-organismos continuaram crescendo nas bebidas
mesmo durante a refrigeracdo, apesar de ser em uma velocidade bastante inferior a
da fermentacdo. Observagbes semelhantes foram relatadas por Mondragon-Bernal
(2009), Evangelista (2011), Barbosa (2007) e Kopper (2009).
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A acidez titulavel das bebidas controle ao longo do tempo de
armazenamento ndo sofreu alteragdo (p<0,05), apesar do pH dessas bebidas ter
apresentado valores significativamente menores durante a vida de prateleira. Ja nas
bebidas em que foram adicionados 5% (m/v) de mel, houve alteragdo significativa na
acidez titulavel (FIGURA 16 no APENDICE J e TABELAS 21, 22 e 23). Esse
aumento na acidez possivelmente se deve ao fato do mel conter agucares
fermentaveis os quais foram utilizados pelos micro-organismos probiodticos e
consequentemente aumentando a producdo de acidos na bebida. No presente
trabalho, pode ser observado que os valores maiores de acidez nas bebidas
fermentadas com as diferentes culturas microbianas testadas ocorreram com a
mistura do L.acidophilus com o L.casei com adicdo de 5% de mel e com o L.casei
adicionado de 5% de mel, que com 28 dias de estocagem atingiram valores de
acidez de 0,69% e 0,76%, respectivamente. Diferentemente do resultado encontrado
por Macedo (2008) ao verificar que a maior produc¢ao de acido latico, em seu estudo,
ocorreu com a linhagem do L.acidophilus SACCO®, apresentando facilidade de
adaptacao a meios acidos ja que se manteve em niveis de 8,33 log UFC/mL durante
46 dias de estocagem.

De acordo com Gurgel & Oliveira (1995), durante a estocagem refrigerada
de bebidas fermentadas, pode haver um aumento da acidez titulavel. Essa mudanca
na acidez do produto pode ocorrer em maior ou menor grau, dependendo da
temperatura de refrigeragdo, do tempo de armazenamento e do poder de pos-
acidificagado das culturas utilizadas e também esta relacionado as mudangas nos
valores de pH durante o armazenamento. Por definicdo, a pods-acidificacdo € a
producdo de acido lactico durante a refrigeracdo e estocagem de produtos
(ANTUNES, 2004).

4.7.2 Viabilidade das culturas microbianas
Nas tabelas 24, 25 e 26 abaixo estdo apresentados os resultados da

contagem microbiana durante a vida de prateleira sob refrigeragdo controlada das

bebidas fermentadas selecionadas na analise sensorial e os seus controles.



TABELA 24 - Contagem microbiana das bebidas fermentadas pelo L.acidophilus

durante a vida de prateleira.

Tempo L.acidophilus
(dias) Bebida A (0% mel) \ Bebida C (5% mel)
Contagem (log UFC/mL)
1 6,33 £ 0,47° 6,95 + 0,80°
7 6,50 + 0,50° 6,39 £ 0,75
14 5,95+ 0,17° 6,02 £ 0,46°
21 5,87 + 0,36° 6,02 + 0,70°
28 5,24 + 0,49° 5,92 + 0,90°

Dados representam o valor médio de trés lotes e seu desvio padrdo. Analises em triplicata.

* b ¢ d. °): Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente a 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.

TABELA 25 — Contagem microbiana das bebidas fermentadas pelo L.casei durante
a vida de prateleira.

Tempo L.casei
(dias) Bebida D (0% mel) Bebida F (5% mel)
Contagem (log UFC/mL)
1 8,66 + 0,55° 8,80 + 0,37°
7 8,77 + 0,38 8,61+0,17°
14 8,17 £ 0,23° 8,41 +0,33°
21 8,34 + 0,44° 8,38 £ 0,22°
28 8,35+ 0,38° 8,44 +0,18°

Dados representam o valor médio de trés lotes e seu desvio padrdo. Analises em triplicata.
* b.e.d, °): Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
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TABELA 26 - Contagem microbiana das bebidas fermentadas pela mistura do
L.acidophilus com L.casei durante a vida de prateleira.

Tempo Mistura do L.acidophilus com L.casei
(dias) Bebida G (0% mel) | Bebida I (5% mel)
Contagem (log UFC/mL)
1 8,50 + 0,13° 8,40 +0,11°
7 8,47 +0,12° 8,48 +0,11°
14 8,36 + 0,14°° 8,38 £ 0,24°
21 8,23 +0,16° 8,31 + 0,24°
28 8,21+ 0,28° 8,18 £ 0,312

Dados representam o valor médio de trés lotes e seu desvio padrdo. Analises em triplicata.
(™% °): Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

A figura 17 no apéndice J representa os valores médios encontrados das
contagens das células viaveis probidticas das bebidas fermentadas durante o tempo
de estudo das analises de vida de prateleira.

De acordo com a ANVISA (2008), a recomendagao atual de consumo é
baseada na ingestdo diaria de 8 log a 9 log UFC/dia de micro-organismos viaveis.
Como a porgao diaria de leite fermentado é estabelecida em 200 mL (ANVISA,
2003) conclui-se que cada 1 mL de bebida fermentada deve ter, no minimo, 10° UFC
ou 6 log UFC de culturas probioticas para o produto ser considerado funcional.

De acordo com o exposto, verifica-se que as bebidas fermentadas com
L.casei e as fermentadas pela mistura das duas culturas mantiveram-se com
contagem de células viaveis variando de 8,44 a 8,66 log UFC/mL e 8,21 a 8,40 log
UFC/ mL, respectivamente, durante os 28 dias de armazenamento a uma
temperatura controlada de 4°C, independentes de terem sido adicionadas de mel ou
nao (TABELAS 25 e 26). Dessa forma, atenderam a legislagédo brasileira e por isso
podem ser consideradas probitticas. Ja as bebidas fermentadas pelo L.acidophilus,
apresentaram contagens de células viaveis até o 21° dia e somente até o 7° dia, com
adicdo de 0% e 5% de mel, respectivamente. A partir desse tempo, houve um
declinio para uma concentragdo menor que 6 log UFC/mL, dessa forma, deixaram
de ser caracterizadas como bebidas probioticas (TABELA 24).

Observa-se que em todas as bebidas fermentadas houve uma diminuigao

da contagem de micro-organismos probioticos durante o tempo de armazenamento.
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Essa redugao foi considerada significativa (p<0,05) (FIGURA 17 no APENDICE J e
TABELAS 24, 25 e 26) na maioria das bebidas, com exce¢&o somente das bebidas
fermentadas pelo L.acidophilus e pela mistura das duas culturas, ambas adicionadas
de 5% de mel. Resultados semelhantes foram encontrados por Macedo (2007) que
estudou as propriedades prebioticas e antimicrobianas de mel de abelha adicionado
em leites fermentados por Lactobacilos e verificou uma diminuicdo progressiva nas
contagens de células durante o tempo de armazenamento de 46 dias.

Oliveira et al (2002) relataram a redugdo de um ciclo logaritmico nas
contagens de células em bebidas de leite fermentadas com L.acidophilus apos 28
dias de estocagem a 4°C.

Kopper (2009) constatou em sua pesquisa com EHS fermentado uma
queda da concentragdo de células viaveis de L.acidophilus de 10,36 log UFC/mL
para 7,15 log UFC/mL, ap6s 28 dias de armazenamento. Entretanto, apesar da
contagem de células ter diminuido, permaneceu superior a contagem minima o que,
de acordo com a legislagdo, o alimento pode ser considerado probittico até este
periodo de estocagem.

Evangelista (2011) em seu estudo, também observou uma pequena
variagao na concentracado de células no decorrer da analise de vida de prateleira das
bebidas produzidas, entretanto, todas as bebidas apresentaram valores acima do
minimo exigido pela legislagdo variando de 1,1x10% a 1,5x10° UFC/mL. Ainda de
acordo com o autor, quanto maior a concentragcdo de micro-organismos utilizada
como indculo, menor foi a velocidade especifica de crescimento microbiano durante
a vida-de-prateleira. Diferentemente do preconizado por Oliveira et al. (2002) e
Barreto et al. (2003), que em seus estudos ressaltam que, contagens microbianas
mais elevadas no indéculo indicam a possibilidade de garantia do nivel minimo de
células nos produtos durante o armazenamento, atendendo aos parametros da
legislacgéo.

Barbosa (2007) ao desenvolver uma bebida probiodtica com L.acidophilus
saborizada com sacarose e polpa de péssego, também verificou um pequeno
declinio nas células viaveis durante os 7 dias de armazenamento.

Barreto et al (2003) avaliaram a viabilidade do L.acidophilus, das
bifidobactérias e de bactérias totais em 177 amostras de 15 marcas de produtos
probioticos comercializados no Brasil e encontraram contagens em desacordo com a

legislacdo em 52% de produtos contendo o probidtico L.acidophilus e em 64% das
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amostras de produtos contendo Bifidobactérias, com contagens inferiores a 5 log
UFC/mL.

Em estudos realizados sobre a vida de prateleira de bebidas fermentadas
com probidticos e estocadas sobre refrigeracdo, grande parte manteve estavel a
concentragéo de células no produto (ZACARCHENCO & MASSAGUER-ROIG, 2004;
DONKOR et al., 2007; VINDEROLA et al., 2000) o que corrobora com os trabalhos
citados anteriormente onde todos eles, apesar do decréscimo, mantiveram a
quantidade minima necessaria, de acordo com a legislagdo, para serem
considerados alimentos probioticos.

Ainda de acordo com a figura 17 (APENDICE J), apesar de todas as
bebidas terem apresentado redugdo nas contagens durante os 28 dias de analise,
as bebidas fermentadas pelo L.acidophilus e pela mistura das duas culturas, ambas
adicionadas de 5% de mel tiveram as suas diminui¢des avaliadas como nao
significativas (p<0,05) (TABELAS 24 e 26), indicando que o mel pode ter
influenciado na manutengdo do nivel inicial de contagem dessas culturas, com
excecao da bebida fermentada pelo L.casei adicionada de 5% de mel (TABELA 25).

Macedo (2007) sugere que o mel, por conter uma série de
oligossacarideos pode estimular o crescimento, a atividade e a viabilidade de
bactérias probidticas, uma vez que sao considerados substancias prebidticas. Os
oligossacarideos sdo um dos principais prebioticos conhecidos e tém recebido cada
vez mais destaque e atencdo nos ultimos tempos. Sao agucares encontrados como
componentes naturais em muitos alimentos como nas frutas, nos vegetais, no leite e
no mel (ALMEIDA & PASTORE, 2004). Assim, por conter comprovadamente muitos
oligossacarideos, foi sugerido que o mel exerga efeito prebidtico sobre a microbiota
colbnica intestinal, atuando sobre lactobacilos e bifidobactérias (LEITE et al., 2000).

Vilalluenga et al. (2006) avaliaram a influéncia da rafinose, um
oligossacarideo, sobre a manuteng&o das ceélulas viaveis de Bifidobacterium lactis e
L.acidophilus em leites fermentados durante o tempo de 21 dias sob refrigeracéo a
4°C. Foi verificado um aumento na contagem dos probidticos na presenga da
rafinose, com médias de contagens de 7 log UFC/mL de micro-organismos
probioticos contra uma média de 6,2 log UFC/mL de culturas nos leites fermentados
controle, ou seja, bebidas em que ndo houve a adicdo de rafinose no

armazenamento.
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Verificando os dados da tabela 25, percebe-se que o maior numero de
células viaveis ao final dos 28 dias de armazenamento das bebidas a 4°C foi
encontrado nas bebidas fermentadas pelo L.casei. A bebida fermentada com 5% de
mel apresentou a maior contagem de células, 8,44 log UFC/mL e a bebida
fermentada sem mel apresentou média de 8,35 log UFC/mL. Este resultado é
semelhante ao encontrado por Macedo (2007) ao verificar que o leite fermentado por
L.casei com 3% de mel foi o que apresentou maior contagem final (9,21 log
UFC/mL) durante a vida de prateleira quando comparado com os outros leites
fermentados estudados.

De acordo com os dados mostrados, verifica-se que a adicdo do mel nas
bebidas fermentadas na concentracdo de 5% nao influenciou significativamente
(p<0,05) o crescimento e a viabilidade dos micro-organismos probioticos durante a
vida de prateleira das mesmas (TABELAS 24, 25 e 26). Ou seja, as bebidas
adicionadas de mel ndo fizeram com que elas apresentassem contagens maiores de
micro-organismos probidticos quando comparadas aos seus controles. Entretanto,
verificou-se a manutengao do nivel inicial de contagem das células viaveis nessas
bebidas, conforme foi mostrado e discutido anteriormente a partir dos resultados da
figura 17 (APENDICE J), possivelmente devido ao mel que foi adicionado nas
bebidas. Porém, mais estudos sdo necessarios para verificar essa hipotese.

Estudos semelhantes foram realizados ao avaliarem os efeitos da adigao
do mel em bebidas fermentadas, como o de Varga (2006), que verificou que a
adicao de 1% e 5% de mel (p/v) em iogurtes refrigerados nao resultou em influéncia
significativa nas caracteristicas sensoriais do produto ou na viabilidade dos micro-
organismos fermentativos ao longo de seis semanas de armazenamento a uma
temperatura de 4°C.

Macedo (2007) sugere que, além do efeito prebiotico sobre a microbiota
intestinal, o mel apresenta propriedades antimicrobianas inerentes como a alta
pressao osmotica e o baixo pH, dentre outros, que limitam a sobrevivéncia e o
desenvolvimento de grande parte dos micro-organismos. Assim, a fim de avaliar a
influéncia do mel em leites fermentados, o autor verificou que a adicdo de 3% de mel
(p/v) em leites fermentados, nao influenciou significativamente (p<0,05) o
crescimento e a viabilidade da cultura L.casei quando comparadas com 0s seus
controles. Entretanto, para o L.acidophilus SACOO®, o mel utilizado contribuiu de

forma significativa (p<0,05) para o crescimento e manutengdo da viabilidade, com
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valor de contagem proximo a 8,33 log UFC/mL durante os 46 dias de
armazenamento, enquanto no controle houve uma reducido de, aproximadamente,
um ciclo logaritmico. Contribuiu também para a cultura de Bifidobacterium lactis
SACCO® com 46 dias de armazenamento a 7°C que aumentou sua contagem de
8,94 log UFC/mL no dia 1 para 9,11 log UFC/mL no ultimo dia de analise. Entretanto,
para o L.acidophilus LA-5 da Christian Hansen® o mel ndo exerceu influéncia
significativa (p<0,05).

Curda e Plockova (1995) avaliaram o efeito do mel em concentragdes de
0, 1, 3, 5 e 10% adicionados em leite sobre o crescimento de L.acidophilus e
culturas de bactérias mesodfilas e verificaram que o L.acidophilus foi inibido em
concentracdes superiores a 5% de mel e as culturas mesdfilas com 10% de mel.

Chick, Shin e Ustinol (2001), verificaram que a adicdo de mel em leites
fermentados nao foi inibitéria para as culturas. Neste estudo, o objetivo foi avaliar a
influéncia do mel e de outros agucares na acidez das bebidas e viabilidade de quatro
culturas: Streptococcus termophilus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
delbrukeii subsp bulgaricus e Bifibobacterium bifidum. O leite foi suplementado com
5% de mel, 5% de frutose e 5% de sacarose, separadamente. Como resultado, a
adicado de 5% de mel n&o foi inibitoria para nenhuma das culturas. Além disso, todas
as culturas permaneceram com contagem de células viaveis, e ainda, a producao de
acido latico pela B.bifidum foi significativamente maior na presengca de mel em
relagdo aos outros agucares. Isto porque o mel contém um alto teor de carboidratos
fermentaveis, propiciando uma maior produgédo de acido e, também, o abaixamento
do pH.

Kajiwara, Gandhi e Ustunol (2002), verificaram o crescimento de
bifidobactérias em meio de cultura suplementado com 5% de mel, por 48 horas de
incubagcdo a 37°C e anaerobiose. Esses autores relataram que houve aumento
significativo do crescimento das culturas suplementadas com mel ou
oligossacarideos.

Diversos fatores podem reduzir a viabilidade e, consequentemente, as
propriedades probidticas dos micro-organismos. Sao eles: acidificagdo do produto
final, acidos produzidos durante o armazenamento, nivel de oxigénio no produto,
permeacdo do oxigénio através da embalagem, compostos antimicrobianos, dentre
outros (ANDRIGHETTO & GOMES, 2003).
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5 CONCLUSAO

A bebida fermentada pelo L.casei, sem adicdo de mel de abelha demorou
25 horas para atingir o pH desejado, valor superior ao tempo gasto pelo L.
acidophilus e a mistura de L.acidophilus e L.casei, que foi de 9,5 horas e 10 horas,
respectivamente.

A adicdo de 3 e 5% de mel ao EHS ocasionou reducdo no tempo de
fermentagcdo para todos os micro-organismos testados, sendo a redugédo de
aproximadamente 60% no tempo de fermentacdo nas bebidas obtidas com o
L.casei.

Dentre os micro-organismos testados o L. casei foi o que apresentou
maior crescimento no EHS, independentemente da adicdo de mel. O mel de abelha
na concentragdo de 3% favoreceu o crescimento de L. acidophilus e na
concentracédo de 5% inibiu o crescimento.

Nos testes sensoriais, a bebida fermentada pela mistura dos micro-
organismos (Lcasei e L.acidophilus) com adicao de 5% de mel foi a que obteve
destaque por ter resultado nas maiores meédias de aceitagdo em todas as
caracteristicas sensoriais e no teste de atitude de intengdo de compra. Dessa forma,
foi considerada a bebida mais adequada, com relacdo aos resultados da analise
sensorial, para dar prosseguimento a estudos futuros.

As linhagens de L.casei e a cultura mista de L.casei e L.acidophilus
permaneceram viaveis nas bebidas durante os 28 dias de armazenamento, com
contagens maiores do que os valores minimos exigidos pela legislagao brasileira
para serem consideradas probidticas. A linhagem de L.acidophilus permaneceu
viavel até o 21° dia de armazenamento na bebida adicionada de 5% de mel e até o
7° dia na bebida sem adigdo de mel, com contagens de células superiores log 6
UFC/mL. A adicdo de mel nas bebidas fermentadas pela cultura mista e com o
L.acidophilus promoveu a manutengao da viabilidade celular durante toda a vida de
prateleira, enquanto essas bebidas sem adicdo de mel apresentaram diminuigcéo
significativa da viabilidade celular.
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Pediatrica, v. 36, p. 557-562, 1994. Acesso em: 10 de margo de 2013.
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APENDICES

APENDICE A - FICHA TECNICA DO EXTRATO DE SOJA EM PO PROVESOL®

Extrato de Soja - Provesol SM-N

MARCA: PROVESOL SM-N
DESCRICAO

PROVESOL SM-N é um extrato protéico obtido a partir da emulsdo aquosa dos gréos descorticados de soja (ndo modificada geneticamente),
submetido a tratamento térmico adequado para inativagdo dos fatores antinutricionais e microbiolégicos. A fragdo solovel é concentrada e, em
seguida, seca por processo de spray-drying, resultando em um ingrediente funcional, de alto valor nutritivo. Apresenta-se em forma de pé fino,
de cor amarela clara e solivel em agua. E isento de ingredientes adicionais e quaisquer aditivos quimicos. Também isento de lactose, sacarose,
caseina e gliten. Devido a suas caracteristicas, pode ser utilizado em iogurtes, tof e sobremesas.

APLICAGOES BENEFICIOS

* Fermentados de soja sabor iogurte ® Extrato de soja integral que apresenta alto indice de gorduras insaturadas, sendo
® Tof( rico em dmega-3 e dmega-6

® Sobremesas e Substituir, nestas aplicacdes, o leite animal

* 100% vegetal
® Isento de lactose
® Produto n&o transgénico

COMPOSICAO e Alta solubilidade em égua & temperatura ambiente (20°C - 40°C)
) ® Sabor neutro
* Extrato de soja em po * Adequado para fermentagdes por possuir aclicares probiéticos como a rafinose e

estaquiose e proporcionar um sabor diferenciado

DOSAGENS INDICATIVAS INSTRUGOES DE USO
* Fermentados de soja sabor iogurte: 6,0 - 8,0% Para aplicagdo deste produto sugerimos o contato com nossa equipe técnica de
e Tofo: 5-10% aplicagdo de produtos.

® Sobremesas: 5 - 10%

INFORMAGOES TECNICAS E NUTRICIONAIS Umidade méx. 4,5%
Cinzas max. 6%

Valor energético 486kcal 97keal 5% Centagem padrdo em placas méx. 5 x 10* UFC/g
Carboidratos 18,59 379 1% Coliformes 'elai.s mr:nx‘ 50 NMP/g
P iaing 45 8,89 12% Coll.formes fecais mc?x. 10 NMP/g
Gorduras tolais 26g 5.2g 9% Bacillus cereus mw:. S.x 10° UFC/g
Gorduras saturadas 3,99 0,8g 4% Salmonella nu‘sencm e": 25g
Gordura irans e e - Bolores e leveduras max. 1x 10° UFC/g
Colesterol zero zero zero
Fibra alimentar 1,5g 0,3g 1%
Sédio 36mg zero zero Forma P6
Calcio 127mg 25mg 3% Cor Creme

*VD: Valor Didrio de Referéncia com base em uma dieta de 2000keal ou 8400k Seus Sabor e odor Neutro

valores didrios podem ser maiores ou menores, dependendo das suas necessidades Solubilidade Soluvel em dgua & temperatura ambiente

energéticas. **VD ndo estabelecido.

FUNCIONALIDADE

PROVESOL SM-N é acondicionado em saco de papel Kraft multifolhado e revestido internamente com saco de polietileno.
Peso liquido: 25kg.

PROVESOL SM-N deve ser estocado em sua embalagem original, sobre estrados em local seco e ventilado.
Manter a embalagem corretamente fechada, quando néo estiver em uso.

09 (nove) meses.
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APENDICE B — CONVITE PARA ANALISE SENSORIAL
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APENDICE C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

LABORATORIO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS E
LABORATORIO DE ANALISE SENSORIAL E ESTUDOS DE
CONSUMIDOR

Rrir p pinur

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PESQUISAS COM SERES HUMANOS
DESENVOLVIMENTO DE BEBIDAS FERMENTADAS PROBIOTICAS A BASE DE EXTRATO
HIDROSSOLUVEL DE SOJA ADICIONADAS DE MEL DE ABELHA
Orientadoras: Prof® Evelyn de Souza Oliveira Lopes e Prof® Inayara Cristina Alves Lacerda

(DEPARTAMENTO DE ALIMENTOS/FACULDADE DE FARMACIA/UFMG)
Aluna de Pés-Graduacdo: Roberta Figueiredo Resende Riquette (Pos-Graduagao em Ciéncia de Alimentos
PPGCA/UFMG)

A soja e seus derivados vém apresentando grande relevancia no mercado, pois 0 grao € considerado
fonte de diversos nutrientes e vitaminas, proporcionando diversos beneficios a saude. Entretanto, possuem
baixa aceitacdo entre os brasileiros devido ao aroma e sabor considerados desagradaveis. A partir disso, a
fermentacao tem sido muito utilizada no desenvolvimento de produtos derivados da soja sendo o extrato
hidrossoluvel de soja (EHS) a principal matéria prima utilizada para a produgao de leites fermentados, por se
tratar de um alimento rico em nutrientes que estimulam o crescimento de micro-organismos. Dessa forma, o
desenvélvimento de bebidas fermentadas no EHS, com culturas probidticas e acrescidas de prebidticos,
torna-se opcao interessante para consumidores que buscam alimentos saudaveis e nutritivos.

Podem participar desta pesquisa pessoas que ndo apresentem aversdo a produtos a base de soja e mel
de abelha e ndo possuam nenhuma restricdo de saude que impossibilite 0 consumo desses alimentos.

Vocé podera desistir de participar a qualquer momento, sem que isso lhe traga qualquer prejuizo cu
penalizagdo, sem necessidade de justificativa, devendo, no entanto, comunicar sua desisténcia a equipe
responsavel pela pesquisa. Todos os dados fornecidos sdo considerados confidenciais, sendo totaimente
garantido o sigilo das informagdes e a sua privacidade.

A SUA PARTICIPACAO NO PROJETO TEM CARATER VOLUNTARIO E NAO LHE TRARA NENHUM TIPO DE
ONUS OU REMUNERAGAO. Desde ja agradecemos sua valiosa colaboragéo.

Y a‘ i .“ 5 j v
Prof® Evelyn de Souza Oliveira Lopes: (31) 3409-6915 (WJ/% e /§ D boeun LC/Z‘V)
Prof2.Inayara Cristina Alves Lacerda: (31) 3409-6917 «jf‘/&u&{wa &l ) (//CL Céugla/

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP/UFMG): Avenida Anténio Carlos, 6627 Unidade
Administrativa |l 2° andar, sala 2005 / Campus Pampulha 31270-901 / Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefax: (31) 3409-4592/4027 E-mail: coep@prpg.ufmg.br

Compreendi e concordo com as informagdes que me foram transmitidas e, portanto, aceito participar como
voluntario neste projeto de pesquisa. Declaro, ainda, que recebi copia do presente termo de compromisso.

Belo Horizonte, de de

Nome:
Assinatura:
Telefone de contato:
E-mail:




APENDICE D - QUESTIONARIO SOCIO-ECONOMICO

MOPE & dooyr

LABORATORIO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS E
LABORATORIO DE ANALISE SENSORIAL E ESTUDOS DE CONSUMIDOR

NUMERO PROVADOR:

ESTUDO SOBRE BEBIDA FERMENTADA A BASE DE SOJA
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Caso tenha concordado em participar deste projeto, por favor, complete o questionario com todas as

informagdes solicitadas, as quais serdo mantidas confidenciais. Desde ja agradecemos sua colaboragio.

Nome:

Telefone: () () E-mail:

Género ~ masculino 7 feminino

Idade 16-25 26-35 36-45 46-55 .~ 56-65 > 66 anos

Escolaridade

! Ensino Fundamental incompleto
Ensino Fundamental completo
© Ensino Médio incompleto

Ensino Médio completo

Profissao:

Renda familiar mensal

~ 01 a 04 salérios minimos

> 05 a 09 salarios minimos
1 >10 a 19 salarios minimos
1 > 20 a 29 salarios minimos

= 30 salarios minimos

Vocé esta fazendo uso de algum medicamento?

~ sim nao

Vocé esta seguindo alguma dieta especial?

7 sim ' ndo Qual?

Qual (is)?

Superior incompleto

Superior completo

Pés-graduagao: Especializacdo
Pdés-graduacao: Mestrado/Doutorado
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~
Vocé tem alguma restricao de salide que impossibilite ou torne nido recomendado o consumo de bebidas a

base de soja com mel de abelha?

C sim néo Qual (is)?

Vocé ja experimentou alguma bebida a base de soja?

_sim ' nao Qual (is)?

Assinale abaixo os momentos que vocé associa ao consumo de bebidas a base de soja. (Obs: vocé pode marcar

quantas opgées quiser)

" café da manha _ lanche da manha  almogo _ outros:

J lanche da tarde jantar lanche da noite

Vocé gosta de ingerir bebida a base de soja? Indique o quanto vocé gosta ou desgosta deste produto.
gosto muito | gosto moderadamente indiferente desgosto moderadamente ! nunca

Com que frequéncia vocé consome bebidas a base de soja?

| diariamente | frequentemente "~ eventualmente " raramente nunca

Qual é a sua preferéncia de consumo de bebidas a base de soja? (Obs: vocé pode marcar quantas opgées

quiser)

Sucos (ex: Ades) “Leite de soja” (Ex: Ades) Fermentado de soja Outros:

(ex: “iogurte de soja”)

Vocé costuma observar a embalagem e o rétulo da bebida a base de soja que consome?

sempre frequentemente eventualmente " raramente nunca

O que vocé costuma observar e/ou procurar na embalagem e no rétulo das bebidas a base de soja? (Obs: vocé

pode marcar quantas opgées quiser)

marca Alegacéo de propriedades funcionais
data de fabricagdo/prazo de validade preco

"~ tabela de informacgéo nutricional informagdes sobre a composicao (ingredientes)
informagdes sobre a denominag&o/tipo de soja “ informagbes sobre conservantes (aditivos)

1 alegagdes de beneficios a saude 7 informacges sobre a tecnologia de fabricagéo

informagdes sobre o fabricante da bebida | outras:
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APENDICE E — MODELO DA FICHA DE ANALISE SENSORIAL

LABORATORIO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS E
LABORATORIO DE ANALISE SENSORIAL E ESTUDOS DE CONSUMIDOR

) ab‘;‘;? pATir

L

Sessao: 22 Amostra: 256 Provador:

Nome:

Vocé esta recebendo uma amostra codificada de uma bebida fermentada a base de soja. Por favor,
observe o produto e avalie-o quanto a aparéncia e marque na escala um trago vertical em qualquer ponto
da reta, indicando a posigao que melhor representa a sua resposta. Em seguida cheire a amostra e repita o
mesmo procedimento anterior para avaliar o aroma do produto. Prove a amostra e repita o mesmo
procedimento para avaliar o seu sabor e a sua consisténcia.

APARENCIA Desgostei muitissimo Gostei muitissimo

|

AROMA Desgostei muitissimo Gostei muitissimo

L ]

SABOR Desgostei muitissimo Gostei muitissimo

|

CONSISTENCIA Desgostei muitissimo Gostei muitissimo

| |

Com base em sua opinido sobre esta amostra, marque na escala abaixo o quanto vocé gostou ou desgostou
do produto em relagdo & impresséo global (aparéncia, aroma, sabor e consisténcia).

Desgostei muitissimo Gostei muitissimo

| ]

Com base em sua opinido sobre esta amostra, indique na escala abaixo sua intengao de compra. Qual seria
sua atitude de compra em relagéo a esta bebida fermentada a base de soja? .

U 0 O d U
Certamente Possivelmente nao Talvez comprasse, Possivelmente Certamente
ndo compraria compraria talvez ndo comprasse compraria compraria

Comentarios:
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APENDICE F — DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DA PESQUISA

TABELA 4 - Delineamento experimental para o estudo da vida de prateleira das
bebidas fermentadas a base de extrato hidrossoluvel de soja.

Causa de variagao G.L (grau de liberdade) Q.M (quadrado médio)

Blocos 2
Variedades (V) 5 QmVv
Residuos (a) 10 QMR (a)
(Parcelas) (17)
Tempo (E) 4 QME
Interagéo (V x E) 20 QMV x E
Residuo (b) 48 QMR (b)

Subparcelas 89
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APENDICE G - RESULTADOS DA ANALISE MICROBIOLOGICA DO MEL

GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO

SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS

INSTITUTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
CENTRO DE CIENCIA E QUALIDADE DE ALIMENTOS

RELATORIO DE ENSAIO N2 CQ 8392/2012MB

MATERIAL: Mel Santa Barbara, Lote 237, Fabricagio 24/08/2012, Validade 24/08/2014

INTERESSADO: Roberta Figueiredo Resende Riquette

ENDERECO: Rua Caldas, 222/202, Carmo Sion, Belo Horizonte (MG) )

DATA DE RECEBIMENTO DA(S) AMOSTRA(S): 30/11/2012 DATA DE ANALISE: 03/12/2012
DATA DE EMISSAO DO RELATORIO: 10/12/2012

NATUREZA DA(S) ANALISE(S): Microbiolégica

RESPONSAVEL(EIS): Margarete Okazaki

1. METODO(S)

DOWNES, F. P. & ITO, K. (eds.). Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods, 4"
ed. Washington: American Public Health Association, 2001. 676 p.

2. RESULTADO(S)

Determinagéo Repeticéo Resultado
1 ausente
Esporos de bactérias mesofilas anaerébias (em 4g) 2 ausente
3 ausente

3. OBSERVAGOES

a) O Centro de Ciéncia e Qualidade de Alimentos n&o foi responsavel pela amostragem e coleta do material, cuja
identificagao foi fornecida pelo interessado. Os resultados aplicam-se exclusivamente a(s) amostra(s) analisada(s),
sendo vedado o uso do nome do ITAL, sob pena de indenizagdo, para qualificar produgdo sobre a qual o mesmo
ndo exerceu controle. b) Este relatério sé tem valor oficial quando impresso em papel com marca d'agua, com
assinaturas ou rubricas originais em todas as paginas. Sua reprodugéo s6 pode ser feita na integra, sendo requerida
autorizagdo formal deste laboratério para reprodugéo parcial.

Valéria C. A. thueira

Diretor Técnico de Servigo s PeSquisador Cientifico
Unidade Laboratorial de Referéncia de Microbiologia Unidade Laboratorial de Referéncia de Microbiologia

Visto:

iT7AL

T,
CENTRO DE CIENCIA E QUALIDADE DE ALIMENTOS ifi
Av. Brasil, 2880 ¢ CEP 13.070-178  Campinas/SP e Brasil 56Q Certficado
Tel. 19 3743-1781/1810/1786  Fax 19 3242-4585 8
email: ccqa@ital.sp.gov.br Iso 9001
http:/ /www.ital.sp.gov.br 17
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APENDICE H - VARIAGAO DA ACIDEZ DURANTE A FERMENTAGAO

TABELA 10 - Variacdo da acidez total titulavel (ATT), em % de acido latico, em
funcdo do tempo das bebidas fermentadas pelo L.acidophilus e L.acidophilus com

L.casei, sem a adicao do mel de abelha.

Tempo (horas)

Acidez (% de acido latico)

L.acidophilus

L.acidophilus + L.casei

0 0,09 £ 0,00 0,09 + 0,00
2 0,10 £ 0,01 0,09 + 0,00
4 0,14 £ 0,00 0,12 £ 0,01
6 0,20 £ 0,00 0,17 £ 0,01
8 0,31 + 0,01 0,27 £ 0,01
9,5 0,37 £ 0,01 -
10 - 0,35+ 0,01

TABELA 11 - Variagao de pH e acidez total titulavel (ATT), em % de acido latico, em
funcdo do tempo das bebidas fermentadas pelo L. casei sem a adicdo do mel de

abelha.
L.casei
Tempo (horas) oH Acidez
0 6,67 + 0,01 0,09 £ 0,01
16 5,96 + 0,04 0,16 £ 0,03
18 5,34 £ 0,05 0,23 £ 0,02
20 4,89 + 0,04 0,32 £ 0,04
22 4,70 + 0,06 0,35+ 0,02
24 4,55 + 0,06 0,36 £ 0,05
25 4,48 + 0,01 0,37 £ 0,05
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APENDICE | - APROVAGAO DO PROJETO PELO COMITE DE ETICA/ UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE -07508213.4.0000.5149

Interessado(a): Profa. Evelyn de Souza Oliveira Lopes
Departamento de Alimentos
Faculdade de Farmacia- UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 03 de abrii de 2013, o projeto de pesquisa intitulado
"Desenvolvimento de bebidas fermentadas a base de extrato
hidrossoltvel de soja adicionadas de mel de abelha” bem como o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

Profa’Maria Teresa ques Amatal
Coordenadora do COEP-UFMG

Iv. Pres. Antonio Carlos. 6627 — Unidade Administrativa 11 - 2° andar - Sala 20035 — Cep 31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-n P prpa.uin
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APENDICE J — VARIAGOES DA ACIDEZ E DA CONTAGEM MICROBIOLOGICA
DURANTE A VIDA DE PRATELEIRA DAS BEBIDAS FERMENTADAS
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FIGURA 16 - Alteracdo da acidez durante os 28 dias de armazenamento das
bebidas fermentadas (A, C, D, F, G e I). (*) Indica que ha diferenga estatistica entre
os dias analisados (p<0,05).

10 +
9,5
9
- ) : ><§
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FIGURA 17 — Contagem de células viaveis das bebidas fermentadas durante os 28
dias de armazenamento. (*) Indica que ha diferenga estatistica entre os dias
analisados (p<0,05).



