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RESUMO GERAL

Os habitos alimentares mais saudaveis estdo em continuo crescimento.
Dentro dessa tendéncia, existem os alimentos funcionais, como por exemplo, 0s
produtos contendo microrganismos probidticos e/ou fibras prebidticas. Além
disso, hd uma procura maior por alimentos de fonte vegetal e a soja se destaca
como uma alternativa, pois é fonte de proteinas e possui principios bioativos. O
objetivo desse trabalho foi analisar a cinética de fermentagdo do extrato de soja
por bactérias probiéticas, adicionado do prebiédtico frutooligossacarideo (FOS),
através da modificagcdo das varidveis de processo: concentragdo de extrato de
soja, concentracdo de FOS, proporcdo de Lactobacillus e agitacdo. Para isso foi
utilizado o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) e as variaveis
respostas foram fator de crescimento total e de bifidobactéria, consumo de
acucares redutores (AR) e totais (AT), producdo de exopolissacarideos (EPS) e
sinérese. O tratamento referente ao ponto central com concentracdo de soja de
10¢/100mL, FOS de 2 g/100mL, proporc¢édo de Lactobacillus de 30% e agitacdo
de 50 rpm, apresentou os maiores fatores de crescimento total (145,86%) e de
bifidobactéria (140,88%). Ja o tratamento 8, com niveis proximos ao ponto
central, apresentou a maior concentracgdo inicial de AR (20,12 g/L) e AT (53,33
g/L), e por isso, obteve a maior concentracdo de &cido lactico (9,98%). Para a
producdo de EPS, o tratamento 11, também com niveis que ndo se distanciam do
ponto central, apresentou o melhor resultado (4,08 g/L). Com relacdo a sinérese,
o0s tratamentos 2, 3, 20, 21 e 23 ndo sofreram sinérese (0%), enquanto que 0
tratamento 6 teve a maior taxa de sinérese (44,63%). Os tratamentos diferiram
entre si no comportamento reolégico pelos modelos Lei de Newton, Lei da
Poténcia e Herschel-Bulkley. O DCCR foi eficaz para analisar as melhores
condi¢des de fermentacdo, para a producdo de um simbidtico a base de soja.

Palavras-chave: Bactérias lacticas. Bifidobactéria. Probiéticos. Prebidtico.
Extrato de soja. DCCR.



GENERAL ABSTRACT

Healthier eating habits are in evidence. Within this trend there are
functional foods, such as products containing probiotic microorganisms and/or
prebiotic fibers, for example. In addition, there is a greater demand for food
from vegetable sources and soy stands out as an alternative because it is a source
of proteins and has bioactive principles. The objective of this work was to
analyze the kinetics of soybean extract fermentation by probiotic bacteria, added
by the prebiotic fructooligosaccharide (FOS), through the modification of the
process variables: soybean extract concentration, FOS concentration,
Lactobacillus ratio and agitation. For this purpose, the Central Composite
Rotational Design (CCRD) was used and the responses were total growth factor
and bifidobactéria growth factor, consumption of reducing sugar (RS) and total
sugar (TS), exopolysaccharide (EPS) production and syneresis. The treatment of
the center point with soybean concentration of 10g/100mL, FOS of 2g/100mL,
proportion of Lactobacillus of 30% and agitation of 50 rpm showed the highest
total growth factors (145.86%) and bifidobacteria growth factor (140.88%). On
the other hand, treatment 8, with levels close to the central point, presented the
highest initial concentration of RS (20.12 g/L) and TS (53.33 g/L), and therefore
obtained the highest concentration of lactic acid (9.98%). For EPS, treatment 11,
also with levels that are not distant from the central point, presented the best
result (4.08 g/L). Regarding syneresis treatments 2, 3, 20, 21 and 23 did not
suffer from syneresis (0%), while treatment 6 had the highest syneresis rate
(44.63%). The treatments differed in the rheological behavior of the models
Newton's Law, Law of the Power and Herschel-Bulkley. CCRD was effective in
analyzing the best fermentation conditions for the production of a soy based
symbiotic.

Keywords: Acid lactic bacterias. Bifidobacteria. Probiotics. Prebiotic. Soybean
extract. Central composite rotational designs.
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1 INTRODUGAO GERAL

Pesquisa realizada pela DuPont Nutrition and Health, em 2012,
mostrava que os produtos que promoviam a salde digestiva eram o0 maior
mercado de alimentos funcionais na Europa, América do Sul e Japdo (FOOD
PROCESSING, 2012). Esse mercado chamado de ‘nutricdo positiva’ é formado
por produtos e alimentos que proporcionam e/ou mantém a salde, como por
exemplo, probidticos, prebidticos, derivados de soja e fibras dietéticas. Em
2014, segundo a Food Processing, apesar da regulamentagdo continuar lenta, o
mercado de probidticos em alimentos e bebidas continuava mostrando
crescimento.

No Brasil, esse mercado de alimentos funcionais conta com produtos
como o Yakult, produzido e comercializado desde 1930, e o iogurte Activia,
produzido pela Danone h&a mais de 30 anos, mas que despontou no pais somente
em 2004. Em 2000, ocorreu o primeiro registro oficial de um alimento funcional
na ANVISA, com a margarina Becel Pro.Active. No mercado nacional de
iogurtes e/ou leites fermentados, 20% se referem a iogurtes funcionais. Essa
abertura incentiva investimentos e langamento de novos produtos, como ocorreu
com o Batavo Bio Fibras e o Nestlé Nesvita.

Probidticos sdo microrganismos vivos que conferem beneficios a satde
do hospedeirom quando administrados em quantidades adequadas (FAO/WHO,
2001). Para a legislacdo brasileira (ANVISA, 2008) a dose didria minima de
probidticos no produto deve ser de 10° a 10° unidades formadoras de coldnia
(UFC), no geral, deve haver entre 10° e 10° UFC por grama de produto para que
sejam obtidos os efeitos benéficos a saude.

Os microrganismos probidticos mais conhecidos e mais amplamente
utilizados pertencem aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium. Esses

microrganismos agem beneficamente, principalmente pela modificacdo da
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microbiota intestinal, porém, para serem eficientes, as cepas devem se apresentar
resistentes as condigdes fisico-quimicas adversas do sistema digestério humano.
Além disso, as cepas probioticas, devem, principalmente, ser consideradas
GRAS (Generally Recognized as Safe) para consumo humano, ndo ser
patogénicas e ndo apresentar genes de resisténcia a antibidticos.

As bactérias probidticas sdo fastidiosas exigindo varios nutrientes e
fatores para o seu crescimento. Esses fatores de crescimento podem ser as fibras
prebidticas ou prebidticos.

Os prebidticos sdo substancias ndo digeriveis pelos seres humanos que
proporcionam efeito fisioldégico benéfico sobre o hospedeiro ao estimular
seletivamente o crescimento favoravel ou a atividade de um nimero limitado de
bactérias naturais (FAO/WHO, 2001). Esses polimeros ou oligossacarideos tém
atividade prebiéGtica se permitem o aumento de Bifidobacterium spp. e
Lactobacillus spp., quando fermentados no célon humano, causando mudancas
especificas na composicdo da microbiota intestinal.

Os frutooligossacarideos (FOS) sdo oligbmeros de frutose ligados a
moléculas de glicose, e sdo os prebidticos mais conhecidos e empregados como
ingrediente para alimentos funcionais, pois apresentam caracteristicas
tecnoldgicas e propriedades nutricionais interessantes, como alta solubilidade
em &gua, fermentagdo completa no intestino humano, baixo teor caldrico e sabor
doce.

O desenvolvimento de um produto que combina um ou mais
microrganismos probidticos e um prebidtico gera produtos chamados
simbidticos. Essa associa¢do positiva aumenta a contagem de probidticos e
reduz 0s microrganismos patégenos no intestino, e a incorporagdo de prebioticos
causa efeitos positivos no processo fermentativo, melhora o perfil sensorial e as
caracteristicas fisico-quimicas e reologicas dos produtos fermentados. A

melhora da qualidade sensorial e aceitacdo desses produtos estdo relacionadas a
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melhoria das caracteristicas reoldgicas, como textura, firmeza e viscosidade do
produto final, que é conseguida pela sintese de exopolissacarideos (EPS) através
das bactérias do &cido lactico (BAL), as quais utilizam os prebioticos (FOS, por
exemplo) como energia adicional para a sintese desses compostos.

A Food Processing (2016) realiza pesquisas de mercado para alimentos
e bebidas, e mostrou algumas tendéncias em formulagdes e produtos para 2017.
Algumas dessas principais tendéncias sdo o desenvolvimento de alimentos e
bebidas que refletem os habitos alimentares mais saudaveis dos consumidores,
como a procura por alimentos funcionais, produtos com reducdo de aglcar e de
origem vegetal.

A soja é um vegetal que fornece proteinas de alta qualidade e
aminoacidos essenciais. Essa leguminosa € rica em &cidos graxos insaturados e
isoflavona. Apesar das qualidades nutricionais, o consumo de produtos
alimenticios a base de soja € limitado, devido ao sabor desagradavel e a presenca
de oligossacarideos ndo digeriveis que causam desconforto abdominal. A
fermentacdo é uma alternativa para melhorar as propriedades sensoriais e
diminuir o sabor desagradavel e tornar esses produtos um alimento funcional.
Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2015), o Brasil é o
segundo maior produtor de soja no mundo, 0 que permite o extrato de soja ser
excelente substrato para a producdo desses alimentos funcionais, devido ao
baixo custo e grande valor nutricional.

A maioria dos alimentos funcionais existentes sdo produtos lacteos, ou
seja, sdo de origem animal, e possui como probidtico apenas um microrganismo
e ndo sdo adicionados de fibras prebidticas, que podem ser utilizadas como
ingrediente substituto e reduzir a concentracdo de agucar nas formulagbes em
gue sdo utilizadas, devido ao seu sabor doce.

Em 2004, foram desenvolvidos fermentados de soja contendo bactérias

lacticas, bifidobactérias e prebioticos em simbiose por meio da fermentacdo em
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frascos de pequeno volume e sem agitacdo. Estes resultados geraram o privilégio
de inovagdo n.P10404152-6 (MAUGERI et al., 2006). Porém, os autores
ressaltam a importancia de novos estudos cinéticos pela ampliacdo de escala e
incluindo pardmetros de processo, como a agitacao.

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos dos
pardmetros concentracdo de extrato de soja e de frutooligossacarideos,
propor¢ao de Lactobacillus e agitacdo, na producdo de uma bebida fermentada a
base de soja. Tem-se como objetivos especificos a caracterizagdo
microbioldgica, atraves da determinacdo do fator de crescimento total das
bactérias probidticas, caracterizacdo fisico-quimica pela medic¢éo do pH e acidez
titulavel, consumo de aclcares (redutores e totais), producdo de
exopolissacarideos, sinérese e caracterizacao reoldgica. Tudo isso visando obter
um produto simbidtico que atenda as legislacdes vigentes e que apresente

caracteristicas sensoriais que atendam a demanda do mercado.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Alimentos funcionais

Os alimentos funcionais possuem propriedades que estdo relacionadas
ao papel metabdlico ou fisiolégico de um nutriente ou ndo nutriente no
crescimento, desenvolvimento, manutencdo e outras fungbes do organismo
humano, desde que seu consumo esteja associado a uma alimentacéo equilibrada
e saudavel (ANVISA, 2008).

Ingredientes que tém sua comprovacéo de propriedade funcional e tém
permissdo da ANVISA para utilizagdo sdo &cidos graxos (6émega 3),
carotenoides (licopeno, luteina e zeaxantina), fibras alimentares (beta glucana,
dextrina, frutooligossacarideo — FOS, goma guar, inulina, entre outras),
fitoesterois, polidis (manitol, xilitol e sorbitol), probidticos (Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus paracasei, Bifidobacterium animallis, dentre outros),
e proteina de soja (ANVISA, 2008).

2.2 Probiéticos

Probidticos sdo reconhecidos como microrganismos vivos que conferem
beneficios a salde do hospedeiro quando administrados em quantidades
adequadas (MARTINEZ et al., 2015; FAO/WHO, 2001). Em geral, os produtos
gue contém microrganismos probidticos devem conter um nimero minimo de
células viaveis entre 10° e 10° unidades formadoras de coldnia por grama de
produto final (UFC/g). A legislacdo brasileira recomenda uma dose minima de
probidticos entre 10° e 10° UFC/porcéo diéria do produto, para obter os efeitos
benéficos a satde (ANVISA, 2008).
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Os microrganismos probidticos mais conhecidos pertencem ao género
Lactobacillus e Bifidobacterium. As cepas mais eficientes devem ser robustas o
suficiente para sobreviverem as severas condi¢es fisico-quimicas do intestino,
que incluem os acidos gastricos, secrecdo da bile e competicdo com bactérias
residentes da microbiota do intestino. Além disso, como requerimento de
seguranca, as cepas devem ser ndo patogénicas e apresentar auséncia de
transferéncia de genes de resisténcia antibiética (PRESTI et al., 2015).

Além da dose diaria, outros fatores também envolvem a eficacia dos
efeitos esperados dos probi6ticos, incluindo a frequéncia de administracdo
diaria, o periodo de administracdo (antes, durante ou depois das refeicdes), a
duracdo da administracdo, o veiculo usado para carrear 0 probiotico (alimento
fermentado, bebida, capsula etc.) e a viabilidade da cepa probidtica
(MARTINEZ et al., 2015).

Para que um microrganismo seja considerado cultura probiética, deve
satisfazer alguns critérios que sdo:

a) A cepa probidtica deve ser de origem humana e isolada do seu trato
gastrointestinal, para que seja segura ao consumo humano;

b) As culturas probidticas devem ser reconhecidas como seguras (GRAS —
generally recognised as safe) para o consumo humano;

c) A producdo em larga escala dos probidticos deve ser possivel e 0s
microrganismos devem estar vidveis e ativos nos veiculos (alimentos)
em que sdo incorporados;

d) Os probiédticos devem ser resistentes ao suco gastrico e intestinal e pH
baixo do organismo do hospedeiro;

e) Probi6ticos devem aderir as células intestinais e mucosa intestinal
humana, permitindo sua manutencdo e crescimento no intestino,
favorecendo a exclusdo competitiva de potenciais patdgenos da mucosa

do intestino;
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f)  Os microrganismos probidticos devem produzir  substancias
antimicrobianas contra patdgenos intestinais;

g) Probidticos devem ser seguros quando ingeridos através do consumo de
alimentos e durante uso clinico,b, mesmo em individuos
imunocomprometidos;

h) Os probidticos devem ter sua seguranca e eficacia estabelecida através
de ensaios clinicos controlados por placebo;

i) Esses microrganismos probidticos devem ser capazes de produzir
substancias tais como bacteriocinas, acidos organicos, diacetil ou
peréxido de hidrogénio com atividade antagbnica contra potenciais
patégenos (PRESTI et al., 2015).

A maioria dos mecanismos subjacentes aos efeitos benéficos dos
probidticos envolve a modificagdo da microbiota do intestino, através da
aderéncia competitiva a mucosa contra patdgenos, o fortalecimento da barreira
epitelial do trato gastrointestinal (TGI) e a regulacdo do sistema imunolégico
(PRESTI et al., 2015).

Além de uma fonte de carbono, bactérias probidticas podem ser
particularmente exigentes em aminoacidos, vitaminas, minerais e outros fatores
de estimulo ao crescimento. Esses fatores de crescimento podem ser
carboidratos ndo digeriveis, conhecidos como prebiéticos (ESPIRITO-SANTO
etal., 2014).

Diversos aspectos tecnoldgicos no desenvolvimento de um produto
alimenticio contendo probidtico devem ser levados em consideracdo para a
selecdo da cepa probiotica a ser utilizada. Dentre eles, sua viabilidade durante o
processamento e sua estabilidade durante toda a estocagem e vida de prateleira,
contendo o numero de células viadveis suficientes para conferir beneficios a

salde, e deve ser compativel com a forma do produto para manter as
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propriedades sensoriais desejaveis (MATIAS et al., 2014; PANDEY, MISHRA,
2014).

2.2.1 Bactérias do acido lactico

As bactérias do acido lactico, além de produzir compostos de interesse
para a industria de alimentos (&cido l4ctico, por exemplo), também sdo utilizadas
como probidticos. Sua ocorréncia em alimentos, em conjunto com o histérico de
uso, contribuem para a sua aceitacdo como GRAS para 0 consumo humano (LI
etal., 2014).

As bactérias do acido lactico constituem um grupo de bactérias gram-
positivas com inumeras caracteristicas morfoldgicas, metabolicas e fisiologicas.
Em geral, as bactérias incluidas nesse grupo sao descritas como gram-positivas e
ndo esporuladas. As BAL estdo relacionadas aos processos fermentativos de
alimentos e também estdo normalmente associadas com a mucosa superficial do
trato gastrointestinal de humanos e animais. Elas também podem ser divididas
de acordo com a sua morfologia, em bastonetes (Lactobacillus e
Carnobacterium) e cocus (todos os outros géneros) (AXELSSON, 2004).

Taxonomicamente, em sua ampla definicdo fisiologica, o grupo das
bactérias do &cido lactico incluem aproximadamente 20 géneros, sendo
considerados principalmente Aeroccocus, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weisella (AXELSSON, 2004).

Dentre 0s géneros de Lactobacillus, as espécies autorizadas pela
ANVISA para sua utilizagdo como probioticos sdo Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus casei variedade rhamnosus,
Lactobacillus casei variedade defensis, Lactobacillus paracasei, Lactococcus
lactis e Enterococcus faecium (ANVISA, 2008).
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O género Bifidobacterium, é frequentemente considerado no mesmo
contexto como bactéria do acido lactico, e compartilha algumas caracteristicas
tipicas do grupo, ¢ filogeneticamente relacionado, mas tem um Unico modo de
fermentacdo de aclcares (AXELSSON, 2004).

A classificacdo do grupo das bactérias do acido lactico em diferentes
géneros é baseada na morfologia, modo de fermentacdo de glicose, temperatura
de crescimento, configuracdo do é&cido lactico produzido, habilidade de
crescimento em altas concentragdes de sal e tolerancia &cida, e sobrevivem em
pH 5,0 ou menos. A temperatura étima de crescimento varia de acordo com o
género e esta na faixa entre 20 e 45°C. (AXELSSON, 2004; HOFVENDAHL,
HAHN-HAGERDAL, 2000).

A definicdo geral descreve tipica bactéria do acido lactico e indica
caracteristicas tais como, gram-positiva, ndo formadora de esporo, catalase-
negativa, desprovida de citocromos, anaerébia aerotolerante, fastidiosa, &cido-
tolerante e estritamente fermentativa, com o &cido lactico como o principal
produto final da fermentacdo. As bactérias do &cido lactico geralmente estdo
associadas com ambientes ricos em nutrientes, tais como alimentos (leite, carne
e vegetais), e também como parte natural da biota da boca e intestino de
mamiferos (AXELSSON, 2004).

2.2.1.1 Exopolissacarideos

Os exopolissacarideos (EPS) sdo biomoléculas produzidas por bactérias
do 4cido lactico de grande interesse para indlstrias de alimentos, farmacéutica e
médica. Os EPS sdo substancias poliméricas de alto peso molecular, que
apresentam composi¢do e estrutura heterogénea e, por isso, possuem diversas
caracteristicas fisico-quimicas (SHENG et al., 2010; HAMET et al., 2015).
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Os EPS sdo, entdo, produtos microbianos localizados do lado externo da
superficie celular e sdo formados por uma mistura complexa de proteinas,
carboidratos, lipideos, DNA e substancias acidos himicos (LIANG et al., 2010).
As interacBes complexas entre as células e os EPS formam uma estrutura tipo
rede, preenchida de agua que protege as células contra a desidratacdo e
substancias toxicas (SHENG et al., 2010).

Existem duas formas de EPS, os EPS ligados (polimeros capsulados,
géis condensados etc) e os EPS sollveis (macromoléculas soltveis, colGides
etc). Os EPS ligados estdo intimamente ligados as células, enquanto que os EPS
sollveis estdo fracamente ligados as células ou dissolvidos na solucdo (SHENG
etal., 2010).

Os exopolissacarideos sdao 0s principais componentes dos biofilmes, que
possuem propriedades importantes, como a alteracdo da densidade. Os EPS
também influenciam a atividade microbiana, e a composi¢édo e quantidade destes
é resultado de fatores ambientais e condi¢Oes operacionais (LIANG et al., 2010).

Na industria de alimentos o uso dos exopolissacarideos contribui para a
reologia, sensa¢do na boca e textura de produtos fermentados. Além disso, 0s
EPS tem funcdo de promotores da saude. Alguns desses efeitos benéficos sdo a
capacidade de diminuicdo do colesterol, habilidade de imunomodulagéo,
protecdo do epitélio intestinal e capacidade de modulagdo da microbiota
intestinal (HAMET et al., 2015).

Produtos fermentados com culturas produtoras de EPS sdo capazes de
melhorar as propriedades de textura, contribuindo com a consisténcia e reologia
desses produtos. Os EPS podem modificar as caracteristicas de escoamento do
fluido, estabilizar suspensdes, flocular particulas, encapsular materiais, produzir
emulsdes e aumentar a viscosidade, tornando os iogurtes mais cremosos, por
exemplo (HAMET et al., 2015; Ll et al., 2014).
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2.2.2 Bifidobactérias

O género Bifidobacterium, historicamente, é considerado como
pertencente ao grupo das bactérias do &cido lactico. Embora espécies de
Bifidobacterium apresentarem caracteristicas comuns as bactérias do é&cido
lactico, elas estdo filogeneticamente mais relacionadas ao grupo
Actinomycetaceae de bactérias gram-positivas. Além disso, as bifidobactérias
tem uma via especial para a fermentacéo de agucar, Unica para 0 género, que as
separam claramente do grupo das bactérias do acido lactico (AXELSSON,
2004).

As bifidobactérias foram isoladas e descritas por Tissier, em 1899-1900.
O autor as descreveu como bastonetes, ndo produtoras de gas, microrganismos
anaerobios e com morfologia bifida, presentes nas fezes de criangas
amamentadas, as quais foram chamadas de Bacillus bifidus. Hoje se sabe que
sdo microrganismos que estdo distribuidos no complexo ecossistema do trato
gastrointestinal de humanos, principalmente no de recém-nascidos, nos quais séo
predominantes. Com o aumento da idade do individuo o numero de
bifidobactérias diminui, somente B. longum permanece ao longo da vida, isso
pode ser influenciado pela dieta e a ingestdo de fatores bifidogénicos e pela
fisiologia do hospedeiro (GOMES; MALCATA, 1999).

De acordo com a Resolugdo n°18 da ANVISA, as espécies de
bifidobactérias que podem ser utilizadas como probidticos sdo apenas
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animallis (incluindo a subespécie B.
lactis) e Bifidobacterium longum (ANVISA, 2008).

As bifidobactérias sdo agrupadas filogeneticamente aos actinomicetos
gram-positivos, caracterizam-se por ndo ser formadoras de esporo, ndo moveis e
ser anaerObias catalase-negativas. Elas possuem diferentes morfologias, tais

como bastonetes curtos, curvados e bastonetes bifurcados em forma de Y. As
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bifidobactérias sdo microrganismos sacaroliticos que produzem acido acético e
acido lactico, sem a producdo de CO, (GOMES; MALCATA, 1999).

Nesse género, a heterofermentacdo ocorre concomitante, e a
fermentacdo de uma hexose resulta na formacéo tanto de lactato como de acetato
(FIGURA 1). A enzima chave dessa fermentagdo, frutose-6-fosfato
fosfoquetolase, pode ser usada para a caracterizacdo e identificacdo do género.
Em algumas condicbes, Bifidobacterium também sdo capazes de fermentar
carboidratos complexos. Cepas de Bifidobacterium longum fermentam, por
exemplo, arabinogalactanos e arabinose (GOMES; MALCATA, 1999).

2 Glicose

2 Lactato Frutose-6-p
Eritrose-4-P Acetil-P
2 Lactato
C 2 Lactato
Gliceraldeido- 3 -P Sedoheptulose-7-P Acetato
Xilulose-5-P Ribose 5-P
Ribulose 5-P
Xilulose 5-P
2Pi
2 Gliceraldeido-3-P Acetil-P
2Pi - 2NAD
C 2NADH 2 ATP
2NADH ) 4ADP (
2 ADP
2NAD 4ATP
2 Lactato 2 Acetato

Figura 1 Via metabdlica da fermentacdo por bifidobactérias.
Fonte: Gomes e Malcata (1999).
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O género Bifidobacterium tem pH 6timo de crescimento entre 6,0 e 7,0,
com praticamente nenhum crescimento em pH de 4,5 a 5,0. A temperatura 6tima
de crescimento é entre 37 e 41°C (GOMES; MALCATA, 1999).

2.3 Prebioticos e fatores bifidogénicos

Fatores bifidogénicos, segundo Gomes e Malcata (1999), sdo definidos
como compostos, geralmente carboidratos, que sobrevivem ao metabolismo do
hospedeiro e alcancam o intestino grosso, onde sdo preferencialmente
metabolizados por bifidobactérias, como fonte de energia. Além disso, tém um
efeito protetor e melhoram a sobrevivéncia e a atividade dessas bactérias no trato
gastrointestinal humano. Essa definicdo pode ser incluida na defini¢do atual de
prebidticos (BEDANI et al., 2013; GOMES; MALCATA, 1999).

Os prebidticos sdo substancias ndo digeriveis que proporcionam efeito
fisioldgico benéfico sobre o hospedeiro ao estimular seletivamente o
crescimento favoravel ou a atividade de um numero limitado de bactérias
naturais (FAO/WHO, 2001). Os prebioticos sdo descritos também como
polimeros ou oligossacarideos que sdo fermentados seletivamente no colon
humano, que permite mudancas especificas na composicdo e/ou atividade da
microbiota intestinal, que conferem beneficios sobre o bem-estar e a salde ao
hospedeiro (MOON et al., 2015; MORRIS; MORRIS, 2012).

Atualmente, o critério aceito como atividade prebi6tica é o aumento das
populagbes de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp., com diminui¢do de
grupos de bactérias ndo desejaveis, tais como espécies de Clostridium e
Bacteroides (MOON et al., 2015).

Os prebidticos devem obedecer a alguns critérios (GIBSON, 2004):

a) Resistir & acidez gastrica, & hidrélise por enzimas de mamiferos e a

absorcéo gastrointestinal,
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b) Ser fermentada pela microbiota intestinal;
c) Estimular seletivamente o crescimento e/ou atividade de bactérias
intestinais associadas com a salde e o0 bem-estar.

Os efeitos benéficos a salde humana, associados a ingestdo de
prebidticos incluem a melhora da resisténcia gastrointestinal a infecgdes e cancer
de célon, o aumento da absorcdo Gssea de célcio e minerais, e a melhora da
resposta imune (SALINAS; PUPPO, 2014; MORRIS; MORRIS, 2012).

Além dos efeitos diretos (efeitos benéficos a salde) dos prebidticos na
alimentacdo e os efeitos indiretos (substituicdo de acUcares e gorduras), a
incorporacgdo de prebioticos em alimentos fermentados melhora as propriedades
sensoriais e as caracteristicas fisico-quimicas e reol6gicas do produto (MORRIS;
MORRIS, 2012; MISHRA, MISHRA, 2012).

As fontes de energia utilizadas para o crescimento microbiano das
bifidobactérias sdo fornecidas através da dieta alimentar do hospedeiro ou por
meios enddgenos. Sabendo disso, oligossacarideos ndo digeriveis, como inulina
e frutooligossacarideos (FOS), sdo usados como prebidticos em dietas,
especificamente, para aumentar o ndmero relativo de bifidobactérias no trato
digestorio humano (GOMES; MALCATA, 1999).

2.3.1 Frutooligossacarideos

O frutooligossacarideo (FOS) é um oligdmero de frutose ligado a
moléculas de glicose e/ou frutose, que contém até dez porgdes de aclcar
(FIGURA 2). Com propriedades prebidticas, o FOS é altamente soltvel em agua
e possui carboidratos de baixo teor calérico (MISHRA; MISHRA, 2012).
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Figura 2 Modelo esquematico estrutura de frutooligossacarideo.
Fonte: Disponivel em: <www.inspiredbyinulin.com> Acesso em: 10 jan. 2017.

Os FOS sdo definidos como frutanos ndo digeriveis, esses
oligossacarideos ocorrem na natureza e sdo principalmente de origem vegetal.
Industrialmente, sdo obtidos a partir de xaropes de sacarose por um processo
enzimatico, desempenhado pela enzima B-frutofuranosidase (EC 3.2.1.26). Esses
frutanos sdo ligados por ligagdes B(1-2) (PANDEY; MISHRA, 2014; GOMES.
MALCATA, 1999).

O frutooligossacarideo é considerado um prebi6tico modelo. O FOS é
completamente fermentado no intestino grosso, é altamente soltvel e tem sabor
doce (aproximadamente 30% de dogura do aglcar de mesa) e, por isso, é
empregado como substituto do aglcar, fornecendo um valor reduzido de calorias
(MORRIS; MORRIS, 2012).

A fermentacdo do FOS pelos microrganismos naturais da microbiota
intestinal gera produtos tais como &cidos graxos de cadeia curta (acetato,
propionato e butirato), que ajudam a promover a saude humana (MASSOT-
CLADERA et al., 2015; BERGER et al., 2014; MORRIS, MORRIS, 2012).

Entre os prebioticos conhecidos, o FOS é frequentemente utilizado como
ingrediente de alimentos funcionais, pois apresenta propriedades fisioldgicas

interessantes e importantes beneficios tecnoldgicos. Os niveis de dosagem de
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FOS variam nas diversas formulagdes de alimentos. Segundo a regulamentacéo
da ANVISA, se o alimento for sélido, a por¢do do produto pronto para consumo
deve fornecer no minimo 3 g de FOS e, se o alimento for liquido, essa
guantidade deve ser de 1,5 g. E ainda segundo a Resolugdo n°18, o uso do
ingrediente ndo deve ultrapassar 30 g na recomendacdo diaria do produto pronto
para consumo, conforme indicacdo do fabricante. (PANDEY; MISHRA, 2014;
ANVISA, 2008).

2.4 Soja

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), o Brasil é
0 segundo maior produtor de soja no mundo, sendo que na safra 2014/2015, a
producéo foi de aproximadamente 96 milhdes de toneladas, dos quais 0 consumo
interno do grao é de aproximadamente 39 milhGes de toneladas (CONAB, 2015;
EMBRAPA, 2015).

A soja € uma importante leguminosa que fornece proteinas de alta
qualidade e aminoacidos essenciais, principalmente lisina. Essa leguminosa €
rica em &cidos graxos insaturados e isoflavona. Apesar dessas caracteristicas
positivas, o consumo de produtos alimenticios a base de soja é limitado, devido
ao sabor desagradavel e a presenca de oligossacarideos ndo digeriveis, tais como
rafinose e estaquiose, que causam desconforto abdominal. A lipoxigenase é a
responsavel pelo sabor desagradavel da soja e pela degradacdo de sua cor. A
fermentagdo é uma alternativa para melhorar as propriedades sensoriais e
diminuir o sabor desagradavel, e tornar esses produtos um alimento funcional,
com caracteristicas benéficas a saude através dos processos metabolicos dos
microrganismos probi6ticos (ESPIRITO-SANTO et al., 2014; LI et al., 2014;
MATIAS et al., 2014).
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O consumo de soja esta associado a prevencdo de doengas crbnicas ndo
transmissiveis, doencas cardiovasculares e gastrointestinais, cancer, diabetes e
obesidade. Esses beneficios a salde sdo atribuidos a presenca de diversos
componentes bioativos que podem ser divididos em componentes proteicos e
ndo proteicos, como as isoflavonas (OLMOS et al., 2014).

A hidrolise das proteinas da soja aumenta sua solubilidade assim como a
absorcdo intestinal, essas proteinas hidrolisadas mostram-se mais eficientes que
proteinas intactas. Uma das formas de produzir proteinas hidrolisadas é o uso de
bactérias do acido latico (BAL), tradicionalmente usadas na fermentagdo de uma
gama de materiais de origem animal e vegetal (OLMOS et al., 2014).

Na soja, a maior parte das isoflavonas presentes estdo na forma de
glicosil.  Os microrganismos  probioticos, incluindo Lactobacillus e
Bifidobacterium, possuem p-glicosidades enddégenas, as quais podem
desempenhar um papel importante na bioconversdo de glicosil-isoflavonas
durante a fermentacdo, tornando-se biologicamente ativas na forma aglicona
(OLMOS et al., 2014).

A isoflavona é um fitoestrogénio, um composto semelhante ao horménio
feminino e, por isso, seu consumo por parte de criancas e homens esteve em
discussao, porém, estudos mostram que a quantidade ingerida ndo traz perigos a
salde desses individuos. Além disso, apds a fermentacao, a isoflavona muda sua
forma (anglicona) e, portanto, ndo apresenta as mesmas fungdes de
fitoestrogénio (CHAVARRO et al., 2008).

A fermentacdo do extrato de soja (ES) melhora os aspectos funcionais
da soja pela geragdo de peptideos anti-hipertensivos, promocéo da normobiose
do trato intestinal e reducdo dos oligossacarideos ndo digeriveis (ESPIRITO-
SANTO et al., 2014).

O extrato de soja € um excelente substrato para a producdo desses

alimentos funcionais, devido ao baixo custo e valor nutricional (proteinas de
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qualidade) (ESPIRITO-SANTO et al., 2014; OLMOS et al., 2014; PANDEY;
MISHRA, 2014). Além disso, a soja se torna uma alternativa a alimentos de
origem animal (PANDEY; MISHRA, 2014).

Apesar das caracteristicas positivas como uma op¢do a producdo de
alimentos probidticos, 0 meio de soja usado como substrato na fermentacdo para
essas formulagbes apresenta uma baixa taxa de acidificagdo e um lento
crescimento das bactérias probidticas. Esse fato gera um longo tempo de
fermentagdo, proporcionando mudancgas indesejaveis as quais ndo sdo aceitaveis
para os consumidores, por exemplo, sendo interessante a implementacdo de
meios a base de soja com prebidticos, como o frutooligossacarideo (FOS)
(ESPIRITO-SANTO et al., 2014; PANDEY; MISHRA, 2014).

O extrato de soja, quando utilizado em baixas concentracdes, perde a sua
capacidade tamponante e hd uma alta reducdo de pH. Estudos mostram que
concentracdes de aproximadamente 10 a 13% de soja no meio fermentativo tem
efeito positivo no processo (PANDEY; MISHRA, 2014; EVANGELISTA et al.,
2012).

2.5 Produtos simbiéticos

Um produto simbidtico é definido como a combinagcdo de um ou mais
microrganismo probidtico com uma fibra prebidtica. Esses dois ingredientes
juntos, em um produto alimenticio, promovem uma adaptacdo prévia, que
resulta de uma interagdo positiva entre o probiotico e o prebidtico in vivo. Além
disso, essa associacdo resulta em um aumento na contagem de probidticos e
reducdo de microrganismos patdégenos no intestino, e a incorporacdo de
prebidticos também melhora o perfil sensorial e as caracteristicas fisico-
quimicas e reoldgicas dos produtos probioticos fermentados (MARTINEZ et al.,
2015; PANDEY; MISHRA, 2014).
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Processos otimizados para producdo de iogurte simbidtico a base de soja
mostram que 0 meio suplementado com 2% (m/v) de frutooligossacarideo (FOS)
aumenta a atividade e o crescimento de Lactobacillus spp., e maiores
concentracdes de FOS resultam em um tempo de fermentacdo menor, assim
como também aumentam a viabilidade das culturas probidticas. Além dos
efeitos positivos no processo fermentativo pela adicdo de FOS, o aumento da
concentracdo do prebidtico também melhora a textura do produto final. Isso
pode ser explicado considerando que o FOS fornece energia adicional para a
sintese de exopolissacarideos (EPS), pelas bactérias do &cido lactico (BAL), e
entdo melhora a firmeza e viscosidade do iogurte (PANDEY; MISHRA, 2014).

Quando utilizado mais de um microrganismo probidtico, estudos
realizados por Pandey e Mishra (2014), mostram que a concentragdo do inoculo
tem efeito negativo no tempo de fermentacdo, pois afeta a acidificacdo do
processo, e ndo possui efeito significativo na textura do produto, com isso,
afirmam que a concentracdo do indculo da combinacdo de culturas, na razdo de
1:1, pode ser de aproximadamente 3% (v/v) (PANDEY; MISHRA, 2014).

Estudos utilizando extrato de soja e culturas probidticas dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium mostram a relacdo de simbiose entre o0s
géneros, onde as bifidobactérias, pela sua acdo a-galactosidase, hidrolisam a
rafinose e a estaquiose, disponibilizando-os para o crescimento dos lactobacilos.
A proporcdo de Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. na razdo de 40:60
apresenta bons resultados para a produgdo de bebida simbiotica & base de soja,
pois atinge uma contagem total de culturas probiéticas alta e um tempo de
fermentacdo de aproximadamente 12 horas (MONDRAGON-BERNAL et al.,
2012).

A atividade a-galactosidase de bifidobactéria também foi reportada por
Farnworth et al. (2007), o qual mostrou que essa caracteristica permite que

bactérias do género Bifidobacterium ssp. utilizem agUcares tais como rafinose e
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estaquiose e tenham atividade proteolitica suficiente para suportar o crescimento
em meio de soja, mesmo que em taxas menores do que em caldo MRS ou leite
reconstituido.

O efeito simbidtico pode também ser direcionado para diferentes regides
alvo do intestino humano. A escolha adequada do probiético e prebidtico a ser
combinado pode aumentar o efeito benéfico de ambos, sinergicamente, ja que a
fibra prebidtica serve como substrato para 0 metabolismo da cultura probidtica,
produzindo um produto alimenticio funcional de qualidade, apresentando as

concentragdes adequadas de probioticos e prebioticos (MARTINEZ et al., 2015).

2.6 Fermentacéo

A fermentacdo é um processo utilizado pelo homem desde o periodo
Neolitico (aproximadamente 10.000 anos a.C.) para a preservagdo de alimentos
de matérias-primas pereciveis. Sob o ponto de vista bioquimico, a fermentacao é
um processo do metabolismo microbiano para obtencdo de energia a partir de
um composto organico, sem a presenca de um agente oxidante externo
(BOURDICHON et al., 2011).

A fermentacdo do ponto de vista biotecnoldgico desempenha algumas
fungdes no processamento de alimentos, as principais a serem consideradas sao:

a) Preservacdo do alimento através da formagdo de metabdlitos inibitorios,
tais como 4cidos organicos (&cido lactico, acido acético, acido férmico,
acido propibnico), etanol, bacteriocinas etc., muitas vezes em conjunto
com a diminuicdo da atividade de &gua;

b) Melhoria da seguranca alimentar através da inibicdo de patégenos ou
remogao de compostos toxicos;

¢) Melhoria do valor nutricional;

d) Qualidade sensorial do alimento (BOURDICHON et al., 2011).



34

Durante o processo de fermentacdo, o metabolismo do microrganismo
produz e libera diversas substancias ativas Uteis e de sabor agradavel, as quais
ainda promovem beneficios adicionais a saude (LI et al., 2014).

Nos processos fermentativos das industrias de alimentos, as bactérias do
acido lactico (BAL) exercem papel importante por produzirem alguns acidos
organicos, incluindo &cido lactico e &cido acético, que atuam como conservantes
naturais, acidulantes e também como intensificadores de sabor (LI et al., 2014).

O acido lactico, ou lactato, é o principal produto da fermentagdo lactica
realizadas pelas bactérias do acido lactico durante o metabolismo de oxidagdo

dos carboidratos para obtencdo de energia (LI1U, 2002).

2.6.1 Fermentacdo lactica

No metabolismo das bactérias do &cido lactico para producdo de lactato
na via fermentativa, diversos substratos podem ser utilizados, tais como
carboidratos, &cidos orgéanicos e aminoécidos (L1U, 2002).

As bactérias do &cido lactico possuem dois modos de fermentacdo sob as
condicdes de concentracdo ndo limitante de glicose e de fatores de crescimento
(aminoacidos, vitaminas e precursores de acidos nucléicos) e disponibilidade
limitada de oxigénio. Sob essas condigdes, as bactérias do acido lactico podem
ser divididas em homofermentativas, que convertem a glicose quase
guantitativamente em acido lactico, e em heterofermentativas, que convertem a
glicose em 4cido lactico, etanol/acido acético e CO, O que diferencia as
bactérias em cada subgrupo é a presenca ou auséncia de enzimas chaves do
metabolismo de agucar homo ou heterofermentativo, a frutose-1,6-bifosfato
aldolase e a fosfoquetolase, respectivamente (AXELSSON, 2004).

Os agUcares (hexoses e pentoses) sdo 0s substratos mais comumente

utilizados para a formacdo de acido l&ctico pelas bactérias do &cido lactico.
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Porém, algumas BAL usam outras vias metab6licas que permitem a producéo de
lactato a partir de outros substratos, como polidis, &cidos organicos e
aminocidos (LI1U, 2002).

Na transformacdo de hexoses a lactato, os aglcares sdo oxidados pela
via glicolitica ou via de Embden Meyerhof-Parnas (EMP), na qual esses sdo
fosforilados e transformados em piruvato (acido pirdvico). O piruvato é entdo
reduzido a lactato pela acdo da lactato desidrogenase (LDH). A Figura 3
representa as principais vias metabdlicas da fermentacdo de agUcares nas
bactérias do acido lactico (AXELSSON, 2004; LIU, 2002).

Glicose
Frutose-1,6-Pe Glicose-6-P
6-P-Gluconato
2 Triose-3-P " l
Xilulose-5-P
2 Piruvato 2 Triose-3-P Acetil-P
Piruvato Etanol
2 Lactato Lactato
Homofermentagédo Heterofermentagado

Figura 3 Principais vias metabolicas das bactérias do 4cido lactico.
Fonte: Axelson (2004).

Piruvato é reduzido, principalmente, a lactato, pela acdo catalitica da
LDH. Entretanto, algumas bactérias do &cido lactico podem catabolizar o
piruvato a outros compostos, tais como acetato (4cido acético), etanol,
acetaldeido, diacetil, acetoina e 2,3-butanediol. Alguns desses compostos muitas
vezes sdo indesejaveis no alimento fermentado, pois conferem propriedades

sensoriais desagradaveis (LIU, 2002).
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Existem diversas formas de condugdo de um processo fermentativo que
ird depender das caracteristicas proprias do microrganismo, meio de cultivo e
dos objetivos especificos do processo (SCHMIDELL; FACCIOTTI, 2001).

O processo descontinuo, também chamado de processo em batelada, é o
método mais tradicional de fermentacdo, e consiste basicamente na adi¢do do
meio de cultura (substrato) e do microrganismo responsavel pelo processo
bioquimico (inéculo), onde, apds decorrido o tempo de fermentacédo, esses sao
retirados e o produto recuperado, para dar inicio a uma nova batelada
(SCHMIDELL; FACCIOTTI, 2001).

O modo de operacdo em batelada pode ser descrito entdo, como no
instante inicial, a solu¢do nutriente esterilizada no fermentador é inoculada com
microrganismos e incubada, de modo a permitir que a fermentacdo ocorra sob
6timas condic6es. No decorrer do processo fermentativo nada € adicionado, uma
das caracteristicas desse processo é que o volume no decorrer da fermentagdo
permanece constante (SCHMIDELL; FACCIOTTI, 2001).

2.7 Propriedades reoldgicas dos alimentos

O estudo da reologia é importante no desenvolvimento de um alimento,
pois influencia na sua aceitabilidade, processamento e manuseio (TABILO-
MUNIZAGA; BARBOSA-CANOVAS, 2004). A aceitabilidade do produto é
influenciada pela sua reologia, a qual tem implicacdo direta ou indireta em
aspectos sensoriais, como aparéncia, flavor e textura (BOURNE, 2002).

A reologia € o estudo da deformacdo e escoamento da matéria, e para
alimentos, é definida como o estudo da deformacdo e escoamento da matéria-
prima, dos produtos intermediarios e dos produtos finais (BOURNE, 2002).

A reologia, entdo, se refere ao comportamento transiente de substancias,

além de definir a relacdo entre a atuagdo de uma forca em um dado material e a
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deformacgdo e/ou escoamento resultante em fungdo do tempo (TABILO-
MUNIZAGA; BARBOSA-CANOVAS, 2004).

Algumas teorias e conceitos da reologia ndo se aplicam aos alimentos, ja
gue esses muitas vezes possuem, simultaneamente, propriedades de sélidos e
liquidos e, com isso, mensurar e especificar algumas dessas propriedades torna-
se dificil (BOURNE, 2002).

A definicdo classica da reologia divide em duas partes (BOURNE,
2002):

a) Deformacéo: aplica-se a materiais que s&o predominantemente sélidos;
b) Escoamento: aplica-se a materiais que sdo predominantemente fluidos.

A deformacdo pode ser medida e definida por unidades de forca e
tensdo. A forca (F), dada em Newton (N), é determinada através da massa X
comprimento x tempo™. A tensdo de cisalhamento (o) é a for¢a por unidade de
area, expressa em Pascal (Pa) (BOURNE, 2002).

O escoamento de um fluido estd relacionado a sua viscosidade (),
definida como sendo a tendéncia de um fluido escoar com facilidade ou
dificuldade. Também chamada de viscosidade dindmica ou viscosidade absoluta,
¢ o atrito interno de um liquido ou a tendéncia de resistir ao escoamento. E é
definida pela Equacdo 1 (BOURNE, 2002)

w=a/y
)

Onde, pu é a viscosidade, o é a tensdo de cisalhamento e y é a taxa de
deformacdo. E a unidade de medida para a viscosidade, no Sistema
Internacional, é pascal por segundo (Pa.s) (BOURNE, 2002).

Viscosidade relativa ou viscosidade aparente (i) € definida como a

viscosidade de um fluido ndo-Newtoniano (BOURNE, 2002).



38

Um fluido, que tem seu perfil de escoamento independente do tempo,
pode ser classificado de acordo com o seu tipo de escoamento, como fluidos
Newtonianos e fluidos ndo-Newtonianos. A maioria dos alimentos fluidos ou
semifluidos estd dentro das diversas classes dos fluidos n&do-Newtonianos
(BOURNE, 2002).

— Fluidos Herschel-Bulkley -

Plasticos de
| Bingham —

Tensdo de Cisalhamento

Fluidos
Newtonianos

Fluidos Dilatantes

Taxa de Deformagao
Figura 4 Comportamento de fluidos Newtonianos e ndo-Newtonianos.
Fonte: Adaptado de Bourne (2002).

2.7.1 Fluidos Newtonianos

Nos fluidos Newtonianos, a taxa de cisalhamento € diretamente
proporcional a tensdo de cisalhamento, e a viscosidade é independente da taxa
de deformagé&o, dentro da faixa de escoamento laminar. A viscosidade apresenta
um Unico valor e é dada pela inclinacdo da curva da tensdo de cisalhamento por
taxa de deformacdo. As caracteristicas desse tipo de escoamento sdo descritas
pela Equacdo 2 (BOURNE, 2002).
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p=oa/ly
)

2.7.2 Fluidos nao-Newtonianos

No geral, nos fluidos ndo-Newtonianos, a tensdo de cisalhamento néo é
proporcional a taxa de deformagdo. Os fluidos n&o-Newtonianos séo
classificados de acordo com suas propriedades fisicas (BOURNE, 2002).

a) Plastico (ou Bingham)

Nos fluidos plasticos uma tensdo de cisalhamento minima, conhecida
como tensdo de escoamento, deve ser excedida para que o fluido comece a
escoar. Esse tipo de escoamento é frequentemente encontrado em alimentos. A
taxa de escoamento é diretamente proporcional a tensdo de cisalhamento depois
gue a tensdo de escoamento tenha sido excedida. Em um fluido plastico a
viscosidade aparente muda dependendo da taxa de deformagdo (BOURNE,
2002).

b) Pseudopléastico

No escoamento dos fluidos pseudoplasticos um aumento da tensdo de
cisalhamento, aumenta de forma ndo proporcional & taxa de deformagéo. Esse
tipo de fluido ndo necessita de tensdo de cisalhamento inicial para escoar
(6o = 0) e a viscosidade aparente decresce com a taxa de deformacéo
(BOURNE, 2002).

¢) Fluido Dilatante

No escoamento de fluidos dilatantes ndo é necesséaria uma tensdo de
cisalhamento inicial (o, = 0) e a viscosidade aumenta com o0 aumento da taxa de
deformacdo. Esse tipo de fluido é chamado de dilatante porque ha um aumento

de volume do fluido quando o escoamento ocorre (BOURNE, 2002).
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d) Herschel-Bulkley
Os fluidos Herschel-Bulkley apresentam o comportamento que
obedecem a lei da poténcia e necessitam de tensdo de cisalhamento inicial. A

Equacdo 3 descreve esse comportamento é

o=0y+K.y"
©)

Onde, o ¢ a tensdo de cisalhamento, o € a tensdo de cisalhamento inicial, K é o
indice de consisténcia, Yy ¢ a taxa de deformagdo ¢ n é o indice de

comportamento do fluido ou de escoamento (BOURNE, 2002).

2.8 Planejamento experimental

O desenvolvimento de um produto ou processo envolve inlmeras
variaveis, tornando-se um trabalho complexo, tendo como objetivo a
minimizacdo de custos e tempo, maximizagdo de rendimento, produtividade e
gualidade desses produtos. Por isso, 0 planejamento experimental apresenta
grande importancia (RODRIGUES; IEMMA, 2014).

O planejamento ou delineamento experimental permite determinar e
quantificar a influéncia das variaveis sobre as respostas desejadas, fornecendo
informacdes sobre a robustez ou nao das respostas desejadas, e também permite
a otimizacao do processo (RODRIGUES; IEMMA, 2014).

Além da otimizacdo do processo, a utilizagdo do planejamento
experimental reduz o numero de experiéncias ou repeticdes e melhora a
qualidade da informacdo obtida através dos resultados. Analisa os fatores
simultaneamente e permite verificar e quantificar efeitos sinérgicos e

antagbnicos entre os fatores de interesse, possibilita otimizar mais de uma
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resposta a0 mesmo tempo, e permite calcular e avaliar o erro experimental
(RODRIGUES; IEMMA, 2014).

2.8.1 Delineamento Composto Central Rotacional

Para uma investigacdo inicial dos efeitos das variaveis estudadas sobre
as respostas desejadas, no caso em que se tem 4 varidveis independentes ou
fatores, recomenda-se o delineamento composto central rotacional (DCCR)
(RODRIGUES; IEMMA, 2014).

A metodologia de analise de superficie de resposta é também uma
técnica estatistica aplicada para a modelagem e a analise de varios processos em
que a resposta de interesse é influenciada por diversos fatores, sendo a mesma
otimizada (JABEEN et al., 2015). O DCCR utilizado juntamente com a
metodologia de analise de superficie de resposta é mais vantajoso se comparado
com o DCCR cléssico, pois, se obtém uma boa precisdo do experimento
realizado (AHMADI et al., 2006). O modelo de regressdo obtido proporciona a
andlise para o efeito de cada fator individual e para todas as possiveis relacdes
que existem entre as varidveis dependentes e independentes
(PRIYADHARSHINI; BAKTHAVATSALAM, 2016).
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INTRODUCAO

Pesquisa realizada pela DuPont Nutrition and Health, em 2012,
mostrava que produtos que promoviam a salde digestiva era 0 maior mercado de
alimentos funcionais na Europa, América do Sul e Japdo (1). Esse mercado é
formado por produtos e alimentos que auxiliam na salde, por exemplo,
probiéticos, prebidticos, derivados de soja e fibras dietéticas. Em 2014, segundo
a Food Processing (2) o mercado de probidticos em alimentos e bebidas
continuava mostrando crescimento.

Probidticos sdo microrganismos vivos que conferem beneficios a salde
do hospedeiro quando administrados em quantidades adequadas (3). Para a
legislacéo brasileira, a dose diaria minima de probidticos no produto deve ser de
10® a 10° unidades formadoras de coldnia (UFC), por grama de produto (4).

Os microrganismos probidticos mais conhecidos e mais amplamente
utilizados pertencem ao género Lactobacillus e Bifidobacterium. Esses
microrganismos agem beneficamente, principalmente pela modificacdo da
microbiota intestinal, porém, para serem eficientes, as cepas devem apresentar-
se resistentes as condiges fisico-quimicas adversas do sistema digestorio
humano, e devem, principalmente, ser consideradas GRAS para consumo
humano (5).

As bactérias probitticas sdo fastidiosas exigindo varios nutrientes e
fatores para o seu crescimento, esses fatores de crescimento podem ser 0s
prebidticos.

Os prebidticos sdo substancias ndo digeriveis pelos seres humanos que
proporcionam efeito fisiologico benéfico sobre o hospedeiro, ao estimular
seletivamente o crescimento favoravel ou a atividade de numero limitado de
bactérias naturais (3). Esses oligossacarideos tém atividade prebidtica se

permitirem o aumento de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. quando
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fermentados no co6lon humano, causando mudangas na microbiota intestinal
(6,7).

Os frutooligossacarideos (FOS) sdo oligdbmeros de frutose ligados a
moléculas de glicose, e sdo os prebidticos mais conhecidos e empregados como
ingrediente para alimentos funcionais, pois apresentam caracteristicas
tecnoldgicas e propriedades nutricionais interessantes, como alta solubilidade
em agua, fermentacdo completa no intestino humano, baixo teor calérico e sabor
doce (7,8).

O desenvolvimento de um produto que combina mais de um
microrganismo probidtico e prebidtico gera produtos chamados de simbi6ticos.
Essa associagdo positiva aumenta a contagem de probidticos, e a incorporagdo
de prebidticos causa efeitos positivos no processo fermentativo, melhora o perfil
sensorial e as caracteristicas fisico-quimicas e reolégicas dos produtos
fermentados (4,9). A melhora da qualidade sensorial e aceitacdo desses produtos
estdo relacionadas a melhoria da textura, firmeza e viscosidade do produto final,
que € conseguida pela sintese de exopolissacarideos (EPS) através das bactérias
do &cido l4ctico, as quais utilizam os prebi6ticos como energia adicional para a
sintese desses compostos (9).

A Food Processing (2016) (10) realiza pesquisas de mercado para
alimentos e bebidas, e mostrou algumas tendéncias para 2017. Algumas dessas
principais tendéncias sdo o desenvolvimento de produtos que refletem os habitos
alimentares mais saudaveis dos consumidores, como a procura por alimentos
funcionais, produtos com reducéo de agucar e de origem vegetal.

A soja é um vegetal que fornece proteinas de alta qualidade e
aminoacidos essenciais, é rica em acidos graxos insaturados e isoflavona. Apesar
das qualidades nutricionais, o consumo de produtos alimenticios a base de soja é
limitado, devido ao sabor desagradavel e a presenga de oligossacarideos nao

digeriveis que causam desconforto abdominal. Segundo a Companhia Nacional
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de Abastecimento (11), o Brasil é o segundo maior produtor de soja no mundo, o
que permite o extrato de soja ser excelente substrato para a producdo desses
alimentos funcionais, devido ao seu baixo custo e grande valor nutricional
(9,12,13).

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos dos
pardmetros: concentracdo de extrato de soja e de frutooligossacarideos,
proporcdo de Lactobacillus e agitacdo na producdo de uma bebida fermentada a
base de soja, caracterizando-a fisico-quimica e reologicamente, visando obter

um produto simbidtico que atenda as legisla¢Ges vigentes.

MATERIAIS E METODOS

Materiais

Para formulacdo do meio fermentativo foi utilizado extrato de soja
Provesol SM-N fornecido pela empresa Olvebra Industrial S/A (Rio Grande do
Sul, Brasil). Os microrganismos probiéticos que realizaram a fermentagédo foram
Lactobacillus paracasei (LBC-81), Lactobacillus rhamnosus (LR-32) fornecidos
pela empresa Danisco Dupont® (Sdo Paulo, Brasil) e Bifidobacterium
animalis subsp. lactis (BB-12) fornecido pela empresa Chr. Hansen S/A
(Horsholm, Dinamarca). O agente prebiético que foi adicionado ao meio foi o

frutooligossacarideo (FOS) (Sensus, Roosendaal, Holanda).
Determinagao/contagem de células dos microrganismos liofilizados
Foi feita a verificagcdo da concentracdo de células dos microrganismos

liofilizados de acordo com a metodologia proposta por Vinderola & Reinheimer
(2000) e modificada por Mondragén-Bernal et al. (2012) (14). Estes foram
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incubados a 37°C durante 30 minutos para ativagcdo dos microrganismos. Apos a
incubacdo, foi realizado plagueamento em profundidade em meio agar MRS, em
duplicata. As placas foram incubadas a 37°C por 72 horas, em anaerobiose e,
posteriormente, foi realizada a contagem diferenciada através da morfologia das

colonias.

Ativacao dos microrganismos liofilizados

Os microrganismos liofilizados passaram pela etapa de ativagdo. A
ativacdo das culturas de Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus paracasei foi
feita em caldo MRS, previamente esterilizado em autoclave a 121°C por 15 min.
Em seguida, foram mantidos em estufa B.O.D a 37°C por 48 h. O mesmo
procedimento foi seguido para a cultura de Bifidobacterium lactis, porém, esta
foi mantida em anaerobiose através de geradores de anaerobiose (Probac do
Brasil, Sdo Paulo, Brasil).

Padronizacéo das culturas

Para a realizacdo das curvas de crescimento, as culturas foram ativadas
como proposto anteriormente. Ap6s 48 h de ativacdo deu inicio a curva de
crescimento por 24 h, em triplicata. As absorbancias foram medidas em
espectrofotdmetro (FEMTO 700S Soft., Sdo Paulo, Brasil) com comprimento de
onda de 600 nm. Caldo MRS estéril foi utilizado como branco na andlise.

A determinacdo da viabilidade celular foi realizada por plaqueamento
em profundidade (pour plate) e incubadas a 37°C por 72 h. A cultura de
Bifidobacterium lactis, assim como as amostras plaqueadas foram mantidas em
anaerobiose utilizando geradores de anaerobiose (Probac do Brasil, Sdo Paulo,
Brasil).
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A partir dos dados obtidos pelas curvas de crescimento, foram

construidos gréficos entre absorbancia e a contagem de col6nias viaveis.

Propagacéo das culturas liofilizadas

Ap0s a ativacao, foi feita a propagacdo das bactérias. Feita a verificacdo
da turbidez, com base na correlacdo absorbancia e nimero de células viaveis
previamente estabelecida por meio das curvas de crescimento, foi possivel
determinar o valor de absorbancia correspondente a uma contagem entre 10° e
10° UFC/mL. Para a propagacdo as culturas foram ativadas como a metodologia
proposta e 0 meio de ativacdo foi transferido para caldo MRS estéril e mantido
em estufa B.O.D a 37 °C por 14 a 24h.

Em seguida, uma aliquota do novo in6culo foi transferida para
eppendorfs, previamente esterilizados (121°C por 15 min) e centrifugados
(Spinlab modelo SL-5AM, Séo Paulo, Brasil) a 7126g por 5 minutos, a fim de
separar o microrganismo do caldo MRS. O sobrenadante foi descartado e o
microrganismo centrifugado mantido no eppendorf. Posteriormente, meio
congelante estéril foi acrescido ao microrganismo e armazenado em condi¢des

de congelamento para uso futuro como cultura estoque (15).

Preparo do in6culo

O pré-inéculo de fermentagdo foi feito a partir da cultura estoque. Em
um tubo de ensaio contendo 10 mL de caldo MRS estéril foi adicionado 1 mL da
cultura estogque e mantido em estufa B.O.D a 37 °C por 24 h. Posteriormente, em
erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de caldo MRS estéril foi adicionado
10% (v/v) do in6culo anterior (10 mL) e mantido a 37 °C. Apos 12 h, 10% (v/v)

do indculo (30 mL) foi transferido para erlenmeyer contendo 300 mL de meio de
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fermentacdo, com base na correlagdo entre absorbancia e o nimero de células
vidveis através das curvas de crescimento, correspondente a uma contagem de
10° UFC/mL.

Fermentacao

As fermentacGes foram realizadas em sistema de batelada em
erlenmeyers com um volume de meio a ser fermentado de 300 mL, adaptando as
metodologias de Doyleres et al. (2002) (16). O meio a ser fermentado era
composto por extrato de soja (8-12 g/100mL) e FOS (0-4 g/L). As fermentagdes
foram conduzidas por até 10 horas, até atingir pH préximo a 4,5, a 37°C, com
velocidade de agitacdo mecénica de 0 a 100 rpm em incubadora orbital.
Amostras em triplicata foram retiradas para realizacdo das seguintes andlises:
contagem total e diferenciada (log UFC/mL), pH e acidez titulavel (%), acucares
redutores e totais (g/L) e exopolissacarideos (g/L). As propriedades reolégicas
(viscosidade aparente, tensdo de cisalhamento, indice de consisténcia, indice de

escoamento) e sinérese foram analisadas na amostra do final da fermentagéo.

Delineamento experimental

Foi realizado um delineamento experimental DCCR de 4 variaveis, 8
pontos axiais e 3 pontos centrais (17) para um total de 27 ensaios, sendo as 4
variaveis independentes: teor de extrato de soja (ES:8-12 g/100mL), teor de FOS
(0-49/100mL), propor¢do de Lactobacillus (10-50) e agitagdo (0-100 rpm),

segundo a Tabela 1.
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Tabela 1. Niveis das variaveis para o planejamento DCCR.

Nivel -2 -1 0 +1 +2
X1: ES (%) 8 9 10 11 12
X2: FOS (%) 0 1 2 3 4

X3: Proport_;ao de 10 20 30 40 50
Lactobacillus

X4: Agitacdo 0 25 50 75 100
ES: extrato de soja, FOS: frutooligossacarideos.

O meio com ES foi inoculado com um valor fixo de bifidobactérias
(10% v/v) e a proporgdo de lactobacilos definida pelo delineamento, com
contagem total inicial de 1x10° UFC/mL, e foi fermentado em erlenmeyers a
37°C. Amostras foram coletadas em triplicata periodicamente para analise. As
variaveis dependentes ou respostas foram: fator de crescimento total (%FCtot) e
fator de crescimento de bifidobactérias (%FChifid), consumo de agucares
redutores (%ConsAR) e consumo de agucares totais (%ConsAT), produgdo de
EPS e sinérese (%). O tratamento dos resultados foi realizado usando-se as

técnicas de planejamento experimental através do software Statistica 7.0.

Metodologia analitica

Contagem de bactérias probioticas totais

Para a contagem total de probidticos presentes na bebida fermentada,
foram retiradas a cada 4 horas amostras de 1,0 mL e transferidas para tubos
contendo 9,0 mL de agua peptonada (0,01%), a partir dessa diluicdo foram feitas
diluicbes subsequentes. Com as diluicbes adequadas foi realizado o
plagueamento em profundidade em meio agar MRS com 0,3% de azul de
anilina, incubadas em B.O.D. por 72 horas a 37°C em anaerobiose, por meio de

geradores de anaerobiose (14). Com base na contagem diferenciada de col6nias
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o fator de crescimento total (%FCtot) e o fator de crescimento de bifidobactérias
(%FCbifid) foi determinado através da Eq. 3.

contagem final
gem f ) x 100

%FCtot ou %FCbifid(log UFC/mL) = (contagem P

13/
Medicdo do pH e acidez titulavel

A determinacdo das mudancas de pH no meio de fermentacédo foi feita
através de medicGes com intervalo de tempo de 2 horas, das amostras retiradas
em potencidmetro MS Tecnopon Instrumentacdo (S&o Paulo, Brasil).

Para a determinacdo da acidez titulavel foi diluido 5,0 mL da amostra
em &gua destilada e titulado com solucdo de NaOH 0,1 M, utilizando
fenolftaleina 1% como indicador. A acidez titulavel em &cido l4ctico foi
determinada pela Eg. 4 (Metodologia adaptada 18).

VXfx90xM
A

% AT em acido lactico =

141

Onde,

AT: acidez titulavel;

V: volume da solucdo NaOH gasto na titulagdo (mL);
A: volume da amostra (mL);

f: fator de correcdo da solucdo de NaOH;

90: fator de conversao do acido lactico;

M: molaridade da solucéo de NaOH.
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Determinacao de agucares redutores (AR) e totais (AT)

Para a determinacdo de agUcares redutores (AR) e acUcares totais (AT),
primeiramente, foi feita a remoc¢do de células e proteinas adicionando-se 0,10
mL de &cido citrico 1M a cada 1,0 mL de amostra que foram centrifugadas a
3000 g durante 30 min. Posteriormente, o sobrenadante foi diluido em agua
destilada e foi feita a determinacdo de AR e AT pelo método do acido 3,5-
dinitrossalicilico (DNS) (19). A absorbancia das amostras foi medida em
espectrofotdmetro Femto 700S a 540 nm. A taxa de consumo de agucares
redutores (%ConsAR) e consumo de agucares totais (%ConsAT) foi medida

segundo a Eq. 5.

(conc. inicial — conc. final)
%ConsAR ou %ConsAT = x 100

concentracgao inicial

/5/
Determinacao de exopolissacarideos (EPS)

Para a determinacédo de exopolissacarideos (EPS) foi feita a remocéo de
células e proteinas adicionando-se 0,10 mL de &cido citrico 1M a cada 1,0 mL

de amostra, que foram centrifugadas a 3000 g durante 30 minutos.
Extracdo do EPS Bruto

O sobrenadante obtido foi aquecido a 100°C por 10 min para inativacao
das enzimas presentes e centrifugado a 2500 g por 20 min. Os EPSs foram
precipitados do sobrenadante adicionando-se 2 volumes de etanol 95% resfriado,

e mantidos overnight (12 horas) a 4°C. Posteriormente, foram centrifugados
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novamente a 2500 g durante 20 minutos e o precipitado foi re-dissolvido em
agua destilada e adicionado de 2 volumes de etanol 95% resfriado. Em seguida,
centrifugou-se novamente a 2500 g por 20 min e o pellet ressuspendido em agua
destilada (1,0 mL) (Metodologia adaptada 20-22).

Quantificacdo de EPS pelo método de Antrona

Em um tubo de ensaio, foram adicionados 2,0 mL do reativo de Antrona
(0,2 ¢g/100 mL de H,SO,) e 1,0 mL da amostra extraida previamente diluida
(0,01-0,1 g/L). Os tubos foram incubados em banho-maria, em ebuli¢do durante
10 minutos, e resfriados em banho de gelo. As absorbancias foram medidas em
espectrofotdmetro Femto 700S a 620nm. A curva padrdo foi elaborada
utilizando-se dextrana (Spectrum Chemical, Nova Jérsei, EUA) de massa
molecular 9300 Da (0,005-0,04 g/L) (Metodologia adaptada 20-22).

Realizada a quantificacdo da concentracdo de exopolissacarideos no
inicio e no final da fermentacdo, foi entdo calculada a producéao de EPS pela Eq.
6.

Producéo de EPS (g /L) = concentragio final — concentragio inicial

16/
Sinérese
Foi medido o volume de soro separado do produto final da fermentacé&o,

calculando-se a porcentagem correspondente ao volume total de amostra em

tubos cénicos (tubos Falcon) com escala em mL, como mostra a Eq. 7 (14).
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o volume de soro
%Sinérese = ( volume total ) 00

7/
Determinacéo das propriedades reoldgicas

O estudo do comportamento reoldgico das amostras retiradas ao final da
fermentagdo dos diferentes tratamentos foi realizado na temperatura de 25°C
(ambiente), utilizando o redbmetro HAAKE ReoStress 6000 (Thermo Scientific,
Karlsruhe, Alemanha), equipado com um banho termostatico HAAKE A10
(Thermo Scientific) e um sistema de controle de temperatura universal HAAKE
UTM Controller (Thermo Scientific, Karlsruhe, Alemanha), acoplado a um
conjunto de sensor de geometria de cilindricos concéntricos com GAP de 5,3
mm, para todas as amostras. As amostras foram analisadas em 3 repeticdes e
utilizou-se um volume de V = 16,1 mL para cada repetigéo.

Para quebrar a tixotropia, eliminando a influéncia do tempo no
comportamento do escoamento dos produtos, cada amostra foi submetida a uma
rampa continua de taxa de deformacéo na faixa de 0 a 300 s, durante 2 minutos
para a curva ascendente e 2 minutos para a curva descendente. Apds este
procedimento, gerou-se a curva de fluxo, para a caracterizagdo reoldgica de cada
amostra, através da aplicacdo de uma curva de escoamento variando-se a taxa de
deformaco de 0 a 300 s™, durante um periodo de 2 minutos para a temperatura
ambiente.

Os dados experimentais das curvas de fluxo foram ajustados aos
modelos Lei de Newton, Lei da Poténcia e Herschell-Buckley por meio do
pacote estatistico Statistical Analysis System 9.1.2 (SAS Institute Inc., Cary,

U.S.A., 2008). Os parametros foram avaliados através da analise de variancia
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(ANOVA) e teste de médias (Tukey p < 0,05). Os modelos utilizados s&o
mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Modelo reoldgicos ajustados a cada amostra estudada.

Tipo de fluido Ajuste do modelo Viscosidade
Newtoniano c=K.y,00=0 u=o/y=K
Pléstico (ou Bingham) o = K.y + 0,0, > 0 Hap = (00/V) + K
Pseudoplastico c=Kytn<1 Map = K.y D
o=o0y+K.y"

Herschel-Bulkley n<leo, >0 Hap = (00/7) + K.y

o: tensdo de cisalhamento, o¢: tensdo de cisalhamento inicial, p: viscosidade, g
viscosidade aparente, v: taxa de deformagdo, K: indice de consisténcia, n: indice de
comportamento do fluido.

Fonte: Bourne (2002) (23).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Delineamento Composto Central Rotacional - DCCR
Estudo cinético do crescimento total de probidticos

Em todos os tratamentos foi observado que as bactérias lacticas e a
bifidobactéria cresceram aproximadamente, 2 ciclos logaritmicos, conforme
Tabela 3. Em todos os tratamentos (T1 a T25) obteve-se uma contagem total
final de 10° UFC/mL, obedecendo o minimo estabelecido pela legislacdo
brasileira (ANVISA). Os tratamentos 5, 6, 7, 12, 13, 14 e 0s pontos centrais (25,
26 e 27) apresentaram os melhores resultados com contagem total acima de 10°
UFC/mL.

A legislacdo brasileira recomenda que deve haver entre 10° e 108 UFC
por grama de produto para que sejam obtidos os efeitos benéficos a salde, com

uma dose minima de probidticos entre 10° e 10° UFC/porcéo diéria do produto

(4).
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Matias et al. (2014) (24) em um estudo sobre a viabilidade de
probidticos, utilizando uma formulagao de 3,1% de soja e tempo de fermentagédo
até atingir pH 4,45, também alcangou uma contagem para B. animallis BB-12 de
1,51x10° UFC/mL.

No geral, contagem de bactérias probidticas variam entre 10°-10°
UFC/g, com um tempo de fermentacdo de 15 a 19 horas até o pH desejado,
guando utilizadas somente uma cultura (12). Espirito-Santo et al. (2015) (12)
utilizando um meio de 10% de soja liofilizada em 4gua e co-culturas de L.
acidophilus, L. casei e B. animalis subsp. lactis, reduziram o tempo de
fermentagdo para entre 5 e 9 horas, até atingir pH de aproximadamente 4,5,
enguanto que quando utilizada apenas uma cultura esses tempos variaram de 11

a 24 horas.



Tabela 3. Cinética de crescimento da contagem total de bactérias para cada tratamento.

Contagem (UFC/mL)

Tratamentos Tempo (h)

0 4 6 8 10
1 (1,89+0,57)x10" (1,52+0,19)x10° (7,35%0,15)x10° - -
2 (1,87+0,14)x10"  (2,03%0,87)x10° - (9,28+0,44)x10° -
3 (4,25+0,18)x10" (2,93+0,10)x10° - (2,43+0,66)x10° -
4 (3,81+0,49)x10"  (6,15+0,10)x10° - (7,52+0,21)x10° -
5 (2,67+0,13)x10"  (4,86%0,26)x10° - (1,76+0,39)x10° -
6 (3,26+0,46)x10"  (8,96+0,25)x10° - (1,41+0,83)x10° -
7 (3,58+0,53)x10"  (1,38+0,00)x10° - (2,03+0,58)x10° -
8 (1,62+0,01)x10" (2,40+0,85)x10° (7,26%0,10)x10° - -
9 (5,70+0,14)x10°  (2,81+0,46)x10’ - (4,31+0,14)x10° -

e~ i < e =
g N W N P O

(5,24+0,12)x10°
(4,22+0,00)x10°
(3,98+0,97)x10’
(3,95+0,27)x10’
(3,22+0,39)x10’
(8,93+0,84)x10°

(3,58+0,68)x10’
(4,80+0,12)x10’
(4,05+0,70)x10°
(6,71+0,62)x10°
(5,58+0,63)x10°
(1,01%0,50)x10°

(4,28+0,64)x10°
(5,15+0,92)x10°
(1,66+0,16)x10°
(1,61+0,80)x10°
(2,93+0,66)x10°
(6,41+0,62)x10°

64



16
17
18
19
20
21
22
23
24
25*

(4,73+0,21)x10°
(2,3740,11)x10°
(3,57+0,12)x10°
(3,15+0,10)x10°
(5,17+0,76)x10°
(3,27+0,20)x10°
(9,16+0,49)x10°
(1,39+0,11)x10’
(5,17+0,21)x10°
(2,50+0,95)x10°

(8,32+0,75)x10’
(3,79+0,10)x10’
(4,69+0,30)x10’
(3,67+0,56)x10’
(5,90+0,85)x10’
(3,83+0,55)x10’
(1,47+0,46)x10°
(1,60+0,82)x10°
(2,32+0,97)x10’
(1,01+0,16)x10°

(5,52+0,16)x10°

(6,98+0,58)x10°
(2,67+0,46)x10°
(2,69+0,18)x10°
(1,36+0,95)x10°

(5,12+0,96)x10°
(5,67+0,56)x10°
(4,12+0,83)x10°
(8,74+0,91)x10°
(5,98+0,11)x10°

*Média do ponto central (tratamentos 25, 26 e 27)

65
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O maior nimero de UFC/mL total (2,93x10°%) e de bifidobactéria
(5,40x10° foi encontrado no tratamento 14 com 11g/100mL de extrato de
soja, 19/100mL de frutooligossacarideo, uma proporcdo de 40% de
lactobacilos e agitacdo de 75 rpm.

Estudos mostram que concentragdes de aproximadamente 10 a 13%
de soja no meio fermentativo tém efeito positivo no processo (9,25). Além
disso, assim como observado por Farnworth et al. (2007) (26), a soja tem
pouca habilidade de acdo tamponante e, por isso, foram observadas altas
taxas de acidificacdo (tempos de fermentacéo de até 10 horas).

Estudos realizados por Mondragén-Bernal et al. (2012) (14)
utilizando extrato de soja e culturas probidticas dos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium também encontraram que a razdo de 40:60 apresenta bons
resultados para a producdo de bebida simbiética a base de soja, pois atingiu
uma contagem total de culturas probi6ticas de aproximadamente de 10™ e
um tempo de fermentagéo de aproximadamente 12 horas.

Na Tabela 4 séo apresentados os valores reais (entre paréntesis) e 0s
codificados das variaveis estudadas no DCCR: teor de extrato de soja
(%ES), teor de frutooligossacarideo (%FOS), propor¢cdo de lactobacilos
(Lacto:Bifido) e agitacdo, bem como as respostas obtidas fator de
crescimento total (%FCtot) e fator de crescimento de bifidobactéria
(%FCbifid).



Tabela 4. Matriz DCCR com valores codificados e reais (entre paréntesis) e variaveis respostas fator de
crescimento total e fator de crescimento de bifidobactéria.

Tratamentos %ES %FOS Lacto:Bifido  Agit. %FCtot %FCbifd

1 109 -1(D) -1 (20) -1(25) 121,84 12588
2 +1(11) -1(1) -1 (20) -1(25) 12338 124,77
3 19  +1(3) -1 (20) -1(25) 109,96 110,70
4 +1(11) +1(3) -1 (20) 1(25) 117,15 117,03
5 109 -1(D) +1 (40) 1(25) 12450 126,35
6 +1(11) -1(1) +1 (40) -1(25) 121,84 123,89
7 1(9)  +1(3)  +1(40) -1(25) 12331 12235
8 +1(11) +1(3)  +1(40) 1(25) 122,88 126,89
9 109 -1(D) -1 (20) +1(75) 127,66 126,57
10 +1(11)  -1(1) -1 (20) +1(75) 12842 12924
11 19 +1(3) -1 (20) +1(75) 131,37 13372
12 +1(11) +1(3) -1 (20) +1(75) 121,32 12466
13 109 -1(1) +1(40)  +1(75) 121,18 124,70
14 +1(11)  -1(1) +1(40)  +1(75) 126,10 133,69
15 19 +1(3)  +1(40)  +1(75) 126,76 116,16



16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

+1(11)
-2 (8)
+2 (12)
0 (10)
0 (10)
0 (10)
0 (10)
0 (10)
0 (10)
0 (10)
0 (10)
0 (10)

+1(3)
0(2)
0(2)
-2(0)
+2 (4)
0(2)
0(2)
0(2)
0(2)
0(2)
0(2)
0(2)

+1 (40)
0 (30)
0 (30)
0 (30)
0 (30)
-2 (10)
+2 (50)
0 (30)
0 (30)
0 (30)
0 (30)
0 (30)

+1 (75)
0 (50)
0 (50)
0 (50)
0 (50)
0 (50)
0 (50)
-2 (0)

+2 (100)
0 (50)
0 (50)
0 (50)

131,03
135,25
133,59
132,46
133,23
134,87
127,01
118,07
125,63
144,44
145,86
139,33

127,21
135,00
138,98
127,91
132,74
133,33
123,77
124,80
119,66
140,88
137,44
135,48
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Como pode ser visto na Tabela 4, os maiores fatores de crescimento
total foram obtidos nos tratamentos 25, 26 e 27, com valores entre 139 e
146%, assim como para os fatores de crescimento das bifidobactérias, com
valores entre 135 e 141%, acrescido do tratamento 18, em que foi também
obtido bom crescimento das bifidobactérias.

Na Tabela 5, sdo mostrados os coeficientes de regressdo para fator
de crescimento total e fator de crescimento de bifidobactéria e, em negrito

sdo destacados os parametros significativos.

Tabela 5. Coeficientes de regressdo e p- valor associados para fator de
crescimento total e bifidobactéria.

%FCtot %FCbifid
Reg. -

Reg. p-valor g vzflor

Média/ Interacdo 143,210 0,000 137,933 0,000
Xy(L) 0,185 0,938 2,409 0,390
X1(Q) -6,510 0,022 -2,078 0,482
Xa(L) -0,800 0,739  -2,225 0,426
X3(Q) -7,297 0,012 -5411 0,083
X3(L) 0,065 0,978 -0,870 0,753
X3(Q) -8,250 0,006 -6,298 0,048
X4(L) 5,341 0,042 2,437 0,385
X4(Q) -12,795  0,0002 -9,638 0,005
X1 X, -0,447 0,878 0,596 0,860
X; X3 0,832 0,777 2,911 0,396
XXy -0,717 0,807 0,793 0,814
X, X3 3,982 0,191 0,541 0,872
XoXy 3,172 0,291 1,433 0,672
XXy -2,987 0,319 -4,191 0,229

R? 0,768 0,608

Xj: extrato de soja; X,: frutooligossacarideo; Xs: proporcéao de lactobacilos; X,:
agitagdo; L: termo linear; Q: termo quadratico.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 5, a um nivel
de confianga de 95% (p<0,05), os termos quadraticos do teor de extrato de

soja e teor de FOS apresentaram efeito significativo negativo apenas sobre o
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fator de crescimento total e os termos quadraticos da proporgdo de
lactobacilos e da agitacéo apresentaram efeito significativo negativo sobre 0s
dois fatores de crescimento. J& o termo linear da agitacdo apresentou efeito
significativo positivo apenas sobre o fator de crescimento total, o que indica
gue um aumento na agitacdo proporciona um aumento no fator de
crescimento total. As analises de variancia para os modelos de regresséo

foram feitas e apresentadas na Tabela 6 abaixo.

Tabela 6. Anéalise de variancia para fatores de crescimento.

%FCtot
FV SQ gL QM Feac  F tab 5% p-valor
Regresséo 1319,97 14 94,28 2,85 2,64 0,03
Erro 396,95 12 33,07
Total 1716,93 26
R’=0,76
%FChbifid
FV SQ gL QM Feaic  Frp % P-valor
Regressao 819,89 14 58,56 1,33 2,64 0,31
Erro 527,00 12 43,91
Total 1346,89 26
R?=0,60

SQ: soma dos quadrados; gL: graus de liberdade; QM: quadrado médio.

Observa-se na Tabela 6 que o modelo de regressdo para o fator de
crescimento total é significativo pelo Teste F, sendo que 0 Fyc >Fiap para o
modelo, além de apresentar o p-valor baixo, 0 que ndo ocorre para o fator de
crescimento das bifidobactérias (%FCbifid). O bom ajuste desse modelo foi
também verificado pelo coeficiente de determinacéo (R?), sendo que o valor
acima de 0,70 é considerado satisfatorio para confirmar a significancia do
modelo (17).

O modelo de regressédo codificado obtido para o fator de crescimento

total esta expresso na Equagéo 4.
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%FCtot = 143,21 4 0,18x; — 6,51x% — 0,80x, — 7,29x% + 0,065
—8,25x% + 5,34x, — 12,79x% — 0,44x,x, + 0,83x,%3
—0,72x1x4 + 3,98x,x3 + 3,17x5x4 — 2,98x3x,
14/
Na Figura 5 sdo apresentadas curvas de contorno para o fator de
crescimento total.

Figura 5. Curvas de contorno para o fator de crescimento total em relacdo
as variaveis (@) %ES e %FOS; (b) %ES e propor¢cdo de
lactobacilos; (c) %ES e agitacdo; (d) %FOS e proporgdo de
lactobacilos; (e) %FOS e agitacao e (f) proporcédo de lactobacilos
e agitacao.
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Agit rpm')y

10 15 20 25 30 35 40 45 50-50

Lacto:Bifido (f)

Ao analisar a Figura 5 é possivel observar que o ponto central é o
ponto 6timo para o fator de crescimento total em relagdo as varidveis
estudadas. Pode-se observar também que nas Figuras 5c¢, 5e e 5f hd um
deslocamento da regido 6tima para valores mais altos de agitagéo.

Além de uma fonte de carbono, bactérias probidticas sdo exigentes
nutricionalmente. Estudos mostram que meios a base de soja suplementados
com 2% (m/v) de FOS aumenta a atividade e o crescimento de Lactobacillus
spp., assim como também aumentam a viabilidade das culturas probidticas
(12).

Acidez titulavel
A andlise e determinagdo de &cidos foi feita através da acidez

titulavel em &cido lactico do produto final da fermentacdo. A Tabela 7

apresenta a porcentagem média em &cido lactico para cada tratamento.



Tabela 7. Matriz DCCR com valores codificados e reais e acidez titulavel em acido lactico do produto final
da fermentacéo.

Tratamentos %ES %FOS Lacto:Bifido Agitacdo AT em acido lactico (%)

1 19 -1() -1 (20) -1 (25) 7,130,180
2 +1(11) -1() -1 (20) -1 (25) 7,07+0,63"%"
3 -1(9)  +1(3) -1 (20) -1 (25) 7,31+0,62°<"
4 +1(11) +1(3) -1 (20) -1 (25) 7,96+0,95°™"
5 19 -1() +1 (40) -1 (25) 7,78+0,41°™"
6 +1(11) -1() +1 (40) -1 (25) 9,68+0,37"
7 -1(9)  +1(3) +1 (40) -1 (25) 8,73+0,36%"
8 +1(11) +1(3) +1 (40) -1 (25) 9,98+0,18'

9 109 -1(1) -1 (20) +1 (75) 4,93+0,21%°
10 +1(11) -1(1) -1 (20) +1 (75) 4,81+0,64°
11 -1(9)  +1(3) -1 (20) +1 (75) 5,35+0,47%
12 +1(11) +1(3) -1 (20) +1 (75) 8,49+0,09""
13 -1(9)  -1(1) +1 (40) +1 (75) 7,43+0,09¢%f0"

14 +1(11) -1(1) +1 (40) +1 (75) 8,20+0,47¢%N



15 1(9) 1) +1(40)  +1(79) 8,20+1,35°0"

16 +1(11) +1(3) +1 (40) +1 (75) 8,79+0,90%"
17 2(8) 0(2 0 (30) 0 (50) 4,75+0,41°
18 +2(12) 0(2) 0 (30) 0 (50) 6,360,107
19 0(10) -2(0) 0 (30) 0 (50) 8,08+0,27¢""
20 0(10) +2(4) 0 (30) 0 (50) 4,75+0,10°
21 0(10) 0(2) -2 (10) 0 (50) 5,05+0,21%°
22 0(10) 0(2) +2 (50) 0 (50) 4,69+0,72°
23 0(10) 0(2) 0 (30) -2 (0) 6,95+0, 710
24 0(10) 0(2) 0 (30) +2 (100) 6,000,372
25% 0(10) 0(2) 0 (30) 0 (50) 8,43+0,82""

*Média do ponto central (tratamentos 25, 26 e 27). Médias seguidas de mesmas letras mindsculas na mesma coluna
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Os tratamentos 6, 8 e 16 apresentaram os maiores valores de acidez,
9,68, 9,98 e 8,79%, respectivamente. Esses trés tratamentos utilizaram uma
proporcdo de Lactobacillus mais alta (40%), associada a uma
disponibilidade maior de substrato e devido a concentracdo mais alta de
extrato de soja (11¢/100mL), proporcionou uma maior producdo de &cido
lactico durante a fermentacéo.

Os menores valores de acidez foram encontrados nos tratamentos 17
(4,75%), 20 (4,75%) e 22 (4,69%), onde foi utilizada uma propor¢do de
Lactobacillus de 30% e menores concentragdes de extrato de soja, 8g/100mL
para o tratamento 17 e 10g/100mL para os tratamentos 20 e 22, esses fatores
associados contribuiram para uma menor producdo de &cido lactico ao longo
do tempo de fermentacéo.

Mondragon-Bernal et al. (2012) (14), em seus estudos, utilizando
extrato de soja fermentado por Lactobacillus paracasei LBC-81 e
Bifidobacterium longum BL-04, obtiveram uma acidez titulavel em &cido
lactico de 17,9% em um tempo de fermentagdo maior (12 horas), com uma
proporcdo de bactérias lacticas e bifidobactérias de 40:60, com 12g/100mL
de extrato de soja e sem agitacdo, o que justifica valores maiores de acidez,

guando comparados aos tratamentos que obtiveram maior acidez.

Determinacédo de agucares redutores (AR) e totais (AT)

Os resultados do consumo de agucares redutores e totais em cada
tratamento podem ser observados nas Tabelas 8 e 9.

A concentragdo inicial de agUcares redutores (AR) entre os 25
tratamentos ficou em uma faixa de 3,0 g/L a 20 g/L (Tabela 8), onde o
tratamento 8 apresentou a maior concentragdo com 20,12 g/L e o tratamento
19 a menor concentracdo de 3,37 g/L, pois no tratamento 19 ndo foi
adicionado FOS. Ao final da fermentacdo a concentracdo de AR reduziu
entre 1,0 e 12,0 ¢g/L, 1,01 g/L para o tratamento 19 e 11,19 ¢g/L para o

tratamento 20.
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A concentragdo inicial de acUcares totais (Tabela 9) apresentou seu
maior valor também no tratamento 8 (53,33 g/L) e seu menor valor foi
encontrado também no tratamento 19 (13,53 ¢/L). Os teores de AT
reduziram apds a fermentagcdo para valores entre 5 e 35 g¢g/L, onde o
tratamento 19 apresentou uma concentracdo de 5,15 g/L e o tratamento 20,
33,68 g/L.



Tabela 8. Cinética de consumo de agucares redutores (AR).

Concentragéo de AR (g/L)

Tratamentos Tempo (h)

0 2 4 6 8 10
1 11,84+0,01°%%  8,04+0,01™%%  6,29+0,01°°®  4,24+0,01% - -
2 7,19+0,01%  6,54+0,02°®  588+0,02  4,39+0,01*  3,90+0,01% -
3 14,66+0,03""  1346+0,01"  12,17+0,02"%  959+0,02""  921+0,029" -
4 13,15+0,03"9"  10,41+0,01°" 9 53+0,02°"  7.83+0,01%""  6,60+0,01°%"" -
5 6,61+0,02% 5,38+0,01% 4,24+0,02®  3,41+0,01™  2,85+0,01* -
6 8,03+0,01% 5,49+0,02% 4,77+0,01*  3,92+0,01*°  3,57+0,01% -
7 13,05+0,02°9"  11,86+0,029"*  10,17+0,02""  9,51+0,01""  8,14+0,02°"" -
8 20,12+0,01! 15,200,001 10,750,019  9,49+0,01"" - -
9 7,09+0,01*°  6,3140,03"  578+0,03"  4,94+0,04™*  3,29+0,01*° -
10 6,66+0,02% 5,78+0,02*°  532+0,01®°  3,96+0,03  2,82+0,01% -
11 15,75+0,05%"  14,01+0,04%  12,26+0,05"* 10,58+0,06""  8,64+0,02"" -
12 15,21+0,02"  13,73+£0,05"  12,39+0,02"  11,77+#0,01"™  10,09+0,02" -
13 6,55+0,03% 5,69+0,04*°  39240,02®  3,1240,01®  2,67+0,01% -
14 7,79+0,01%  6,87+0,01®  444+0,01®  3,73#£0,02°°  3,23+0,04™ -
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15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25*

17,30+0,06"
14,660,04""
8,69+0,04¢
10,900,060

3,37+0,02°

16,86+0,03"
10,64+0,03"%f
10,820,030
12,07+0,03%""
13,66+0,09""
11,630,080

15,35+0,04"
13,010,01"
7,260,037
8,510,050

3,22+0,02°

15,20+0,02
9,94:+0,03¢%fo"
9,400,071 ¢fn
11,02+0,04""
10,79+0,01""
8,860,180

14,83+0,04"
12,59+0,01
7,09+0,03°"
7,290,037

2,71+0,01°
14,36+0,03
9,10+0,02¢fo"
8,89+0,02¢¢o"
10,32:+0,05""
9,60+0,01°7"
8,46+0,15%"

12,70+0,06™
10,91+0,01"
6,35+0,01
6,940,030

1,92+0,01°
13,47+0,03
8,51+0,01°""
7,13+0,02¢¢""
9,62+0,06"
8,44+0,01°""
6,33+0,04

10,75+0,05"
7,79+0,03°"
5,59+0,03¢"
6,77+0,03°""

1,04+0,01°

12,39+0,01/
7,79+0,01°""
5,780,060
8,67+0,06™"
6,97+0,03¢%fo"
4,71+0,05"
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5,67+0,01°
5,88+0,03"
1,01+0,01°
11,19+0,01°
6,80+0,02°

*Média do ponto central (tratamentos 25, 26 e 27). Médias seguidas de mesmas letras mindsculas na mesma coluna néo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).



Tabela 9. Cinética de consumo de agucares totais (AT).

Concentracdo de AT (g/L)

Tratamentos Tempo (h)

0 2 4 6 8 10
1 52,77+0,01  30,84#0,01™™  22,68+0,01°*  22,59+0,01%" - -
2 23,12+0,02%°%  20,06+0,022"%"  18,81+0,02°°®  16,59+0,02°™%*  12,93+0,022°" -
3 37,87+0,06™"  3593+0,04%"%" 34 15+0,06™" 30,340,049  26,37+0,02" -
4 31,99+0,02°®" 29 96+0,02°"  26,43+0,03°*" 24 77+0,01°"  23,74+0,019" -
5 16,56+0,01* 14,12+0,01% 10,64+0,01° 10,50+0,01% 8,96+0,01% -
6 20,81+0,07*  16,87+0,05®°  15,28+0,05"°  12,50+0,05™°  9,14+0,01*" -
7 33,43+0,04°*"  30,87+0,01"  27,43+0,04%"" 23 43+0,03°" 21 84+0,03"" -
8 53,33+0,01¢ 48,36x0,01' 45,08+0,01/ 34,12+0,01* - -
9 21,74%0,02"%  18,71+0,05®%  17,15+0,04  13,37+0,04®¢  11,09+0,04% -
10 27,81+0,01%%% 23 06+0,01°°*™  20,09+0,02%™%*  17,87+0,02°% 14,46+0,012>%" -
11 47,33+0,06"™%  41,77+0,06¢  3552+0,04%"  30,77+0,03""% 28 43+0,04 -
12 48,80+0,04"  41,30+0,02' 37,15+0,06" 32,08+0,03"%  28,40+0,05% -
13 23,20+0,02°™%  18,34+0,03"¢  14,87+0,05® 10,96+0,02* 8,71+0,01% -
14 24,49+0,02°%"  19,78+0,03™%"  17,09+0,01%  15,90+0,01°°®  12,43+0,02%°% -
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15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25*

40,96+0,06%"*
47,18+0,03"k
32,52+0,03°%"
32,30+0,03°
13,53+0,01°
51,49+0,12%
35,27+0,05%0"
33,55+0,10°%"
36,460,090
28,81+0,01°f0
30,800,250

37,43+0,02"K
44,08+0,01"
28,06+0,06°""
25,56+0,01°%"0
10,56+0,02°
46,61+0,06'
30,71+0,04"
30,23+0,01°"
30,12+0,05"*
27,52+0,02°%fo"
29,34+0,16%""

35,38+0,03%"
36,80+0,07"
22,46+0,02°
24,65+0,01°%"0
10,00+0,02°
41,68+0,03’
29,90+0,04°0"
23,71+0,05%"
24,06+0,03°%"
25,74+0,02°¢%fa"
26,06+0,25"o"

32,52+0,05%
32,71+0,07%
19,90+0,03"f
23,31+0,01°"
8,56+0,02°
39,46x0,01¢
27,71+0,01"
22,74+0,05%"
18,04+0,01"%
24,43+0,02°""
21,43+0,11°%f

30,46+0,08*
19,78+0,03¢%"o"
18,300,054
21,53+0,01°"
7,09+0,01°
37,09+0,04
26,90+0,01"
18,84+0,04%"
16,65+0,06"%"
20,93+0,05°"
15,03+0,11°%0cf0
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16,06+0,06"
19,71+0,01°
5,15+0,03
33,68+0,05°
24,49+0,03%

*Média do ponto central (tratamentos 25, 26 e 27). Médias seguidas de mesmas letras mindsculas na mesma coluna néo

diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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O consumo de agUcares redutores (AR) de todos os tratamentos
durante a fermentacdo variou, aproximadamente, entre 30 e 70%, sendo que
0 tratamento 23 apresentou menor consumo de AR (28,16%) e o tratamento
19 o maior consumo de AR (70,13%). Em relacdo ao consumo de acgucares
totais, essa taxa variou aproximadamente de 25 a 60%, onde 0s tratamentos
4 e 15 tiveram um menor consumo de AT de 25,78 e 25,63%,
respectivamente. A taxa de maior consumo de AT (62,43%) correspondeu ao
tratamento 13.

Na Tabela 10 sdo mostrados os coeficientes de regressdo para 0
consumo de agucares redutores (%ConsAR) e consumo de agucares totais

(%ConsAT) e, em negrito sdo demostrados os parametros significativos.

Tabela 10. Coeficientes de regressao e p-valor associados para consumo de
acucares redutores e totais.

%ConsAR %ConsAT

Regressao veflor Regressao ve;)Ior

Média/ Interacéo 59,53 0,000 53,47 0,000
X1(L) 2,59 0,438 -0,77 0,843
X1(Q) -7,41 0,051 -3,92 0,358
X,(L) -15,23 0,0005 -1451 0,002
X,(Q) -1,66 0,637 -2,19 0,601
Xs(L) 3,30 0,328 4,87 0,231
X3(Q) -6,92 0,067 -7,71 0,084
X4(L) 2,86 0,394 -0,83 0,833
X4(Q) -8,32 0,032 -5,90 0,175
X1 X 5,22 0,213 6,02 0,227
X1 X3 4,33 0,296 5,96 0,232
X1 X4 -0,85 0,832 3,28 0,501
Xy X3 0,07 0,984 0,14 0,976
XoX4 -2,63 0,519 4,14 0,398
X3X4 0,82 0,839 0,17 0,971

R? 0,75 0,67

Xi: extrato de soja; X,: frutooligossacarideo; Xs: proporcdo de lactobacilos; X,:
agitacdo; L: termo linear; Q: termo quadrético.
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Pelos resultados apresentados na Tabela 10, a um nivel de confianca
de 95% (p<0,05), o termo linear do teor de FOS apresentou efeito
significativo negativo sobre o consumo de agucares redutores e consumo de
acUcares totais, o que significa qgue com o aumento da concentracao de FOS,
ha uma diminuicdo no consumo de AR e AT. O termo quadrético da
agitacdo teve efeito significativo negativo apenas no consumo de AR. As
analises de variancia para os modelos de regressdo foram feitas e séo
apresentadas na Tabela 11 abaixo.

Tabela 11. Anélise de variancia para consumo de agUcares redutores e totais.

%ConsAR
FV SQ gL QM I:calc F tab (5%) p'Valor
Regresséao  2377,07 14 169,79 2,69 2,64 0,04
Erro 756,58 12 63,04
Total 3133,65 26
R?=0,75
%ConsAT
FV SQ gl— QM I:calc F tab (5%) p'Valor
Regressao 2211,74 14 157,98 1,75 2,64 0,16
Erro 1078,02 12 89,83
Total 3289,77 26
R*=0,67

SQ: soma dos quadrados; gL: graus de liberdade; QM: quadrado médio.

Observa-se na Tabela 11, que somente 0 modelo de regressdo para
consumo de agucares redutores é significativo pelo Teste F, sendo que 0 Feyc
>Fp, além de apresentar o p-valor baixo. O bom ajuste do modelo foi
também verificado pelo coeficiente de determinagdo (R?), acima de 0,70.
@an.

O modelo de regressdo codificado obtido para o consumo de

acucares redutores (%ConsAR) esta expresso na Equagédo 5.

%ConsAR = 59,53 + 2,59x; — 7,41x? — 15,23x, — 1,66x2 + 3,30x;3
—6,92x% + 2,86x, — 8,32x2 + 5,22x,x, + 4,33x,x3
—0,85x1x4 + 0,07x,x3 — 2,63x,x,4 + 0,82x3x,
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15/

A Figura 6 apresenta as curvas de contorno para o consumo de

acucares redutores.

Figura 6.

WF OS5 (g 00mL)

Lacto: Bifido

Curvas de contorno para o consumo de aguUcares redutores em
relacdo as varidveis (a) %ES e %FOS; (b) %ES e proporcdo de
lactobacilos; (c) %ES e agitacdo; (d) %FOS e propor¢do de
lactobacilos; (e) %FOS e agitacdo e (f) propor¢do de lactobacilos
e agitacao.
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Ao analisar as Figuras 6a, 6d e 6e observa-se que a regido de maior
consumo de aclcares redutores encontra-se em valores de menor
concentracdo de FOS.

Isso se deve ao fato de que ao haver menos FOS disponivel para o
metabolismo das bactérias probidticas, estas irdo consumir os agucares
presentes no extrato de soja, reduzindo assim, a concentracdo final de
acucares redutores, ja que bactérias do género Bifidobacterium ssp.

apresentam atividade a-galactosidase e hidrolisam a rafinose e a estaquiose.
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Hou et al. (2000) (27), utilizando um preparado de soja, mostrou que as
concentragcbes de sacarose, rafinose e estaquiose diminuem durante a
fermentacdo por B. infantis e B. longum. No meio de cultivo com 10% de
extrato de soja, apds 48 horas de fermentacdo com B. infantis, a
concentracdo de sacarose caiu de 14,41 mmol/L para 11,91 mmol/L e 13,88
com B. longum. A concentracdo inicial de rafinose reduziu de 1,38 mmol/L
para 0,84 mmol/L com B. infantis e 0,97 mmol/L com B. longum. A reduc¢éo
de estaquiose também ocorreu durante a fermentacdo com B. infantis e B.
longum, a concentracdo inicial de 5,88 mmol/L diminuiu para uma
concentragdo final de 2,07 mmol/L e 2,90 mmol/L, respectivamente.

Nas Figuras 6b, 6¢c e 6f é possivel constatar que o consumo de
acucares redutores é maior na regido do ponto central em relagcdo as
variaveis porcentagem de extrato de soja, proporcdo de lactobacilos e
agitacéo.

Determinacao de exopolissacarideos (EPS) e Sinérese

Na Tabela 12 sdo apresentados os valores de concentragéo inicial e
final (g/L), a producéo de exopolissacarideos (EPS) de cada tratamento e a
porcentagem de sinérese que o produto final sofreu.

A quantificacdo de EPS mostrou que alguns tratamentos (T4, T6,
T10, T13, T16, T17 e T22) ndo apresentaram producdo de
exopolissacarideos. O tratamento 11 apresentou a maior produgdo de EPS
(2,67 g/L) com uma concentragdo inicial de 1,41 g/L e concentragéo final de
4,08 g/L. Mondragon-Bernal et al. (2012) (14) obtiveram concentracGes de
EPS de até 3,7 g/L em um meio de soja com 12% de sacarose inoculado com
L. rhamnosus LR-32 e mix de probiéticos.

A quantidade de EPS é resultado de fatores ambientais e condigdes
operacionais, como composi¢cdo do meio, particularmente aminoécidos,

vitaminas e sais minerais, como o Mg?, pH e temperatura (29). Além disso,
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a quantificacdo de EPS produzido sofre muita interferéncia devido as
interaces com as proteinas da soja e com o FOS adicionado (14).

Em um estudo de Li et al. (2014) (28), utilizando um meio de soja,
adicionado de 4% de sacarose e inoculado com 4% (v/v) de L. rhamnosus,
apos 12 horas de fermentacdo a 37°C, sem agitacao, observou-se a producéo
de 0,64 g/L de exopolissacarideos, com uma contagem de células viaveis
menor de, aproximadamente, 10° UFC/mL. Além disso, notou-se a
capacidade desses compostos de estabilizar suspensfes, quando comparada
ao controle que ndo apresentou capacidade de retencdo de 4gua (CRA) e o
meio com L. rhamnosus que apresentou 76,55% de CRA.

Os EPS sdo os principais componentes dos biofilmes, que possuem
propriedades importantes, como a alteracdo da densidade e capacidade de
retencdo de dgua. O aumento da concentracdo de EPS também aumenta os
valores de viscosidade aparente do meio (28).

No meio de soja, a producdo de exopolissacarideos esta relacionada
ao fortalecimento do gel proteico, o qual é um equilibrio entre o efeito
desnaturante da acidificacdo nas proteinas, a atividade das enzimas
proteoliticas (pH 6timo em torno de 4,5), e o rearranjo dos peptideos através
de interacBes eletrostaticas e hidrofdbicas, ligacbes de hidrogénio e
dissulfeto (12).



Tabela 12. Matriz DCCR com variaveis codificadas e reais e variaveis respostas concentragdes iniciais e finais,
producdo de exopolissacarideos e a sinérese para cada tratamento.

Concentracéo de EPS (g/L)

Tratamentos %ES %FOS Lacto:Bifido Agitacao '!'e_m_po Te_mp o PrOd@?ISEPS OSinérese
inicial final
! 109 1@ 1@ -1(29) 172 2,55 0,84 4333+2,88
2 (ﬁ) 1@ -1 (20) -1 (25) 211 2,47 0,35 0,00+0,01
3 10 1@ 1@ 1@ 2,01 2,17 0,16 0,00+0,01
4 (ﬁ) 103 -1(0) -1 (25) 2,24 1,61 0,00 3,33+0,50
> 1@ 1) +1@0)  -1(29) 101 1,07 0,06 40,05+8,78
6 (H) 1(1) +1 (40) -1 (25) 1,27 0,95 0,00 44,63+2,63
! 19 +1@Q) +1(40) -1 (25) 1,77 2,93 1,15 41,50£2,79
8 (ﬁ) +1(@3)  +1(40) -1 (25) 2,14 2,81 0,68 42,61+2,50
o 1) 1M -1@o)  +1(75) 0,99 1,10 0,11 6,34+2,74
10 (ﬁ) 1) -1(20) +1 (75) 1,09 1,08 0,00 5,10+0,50
1 19 1@ -1(0)  +1(75) 141 4,08 2,67 17,69+5,30
12 (E) 1) -1(20) +1 (75) 2,12 2,99 0,87 20,00+1,99
13 19 1) 140  +1(7) 0,95 0,67 0,00 21,665,77
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14

15

16

17

18

19

20

21

22

+1
11)

-1(9)

+1
11)

-2(8)

+2
12)

0 (10)

0 (10)

0 (10)

0 (10)

-1(1)

+1 (3)

+1 (3)

0(2)

0(2)

-2 (0)

+2 (4)

0(2)

0(2)

+1 (40)

+1 (40)

+1 (40)

0 (30)

0 (30)

0 (30)

0 (30)

-2 (10)

+2 (50)

+1 (75)

+1 (75)

+1 (75)

0 (50)

0 (50)

0 (50)

0 (50)

0 (50)

0 (50)

1,21

1,99

2,12

0,94

1,73

1,05

1,99

1,94

1,04

1,44

2,14

1,33

0,90

191

1,18

3,04

2,20

0,52

0,23

0,15

0,00

0,00

0,18

0,13

1,05

0,26

0,00

18,33+2,88

16,66+5,77

19,68+0,54

18,33+1,25

17,87+3,67

21,62+1,96

0,00+0,01

0,00+0,01

1,00+0,01
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23

24

25*

0 (10)

0 (10)

0 (10)

0(2)

0(2)

0(2)

0 (30)

0 (30)

0 (30)

200 1,84 2,31

0(s0) 149006  340:049

*Meédia do ponto central (tratamentos 25, 26 e 27)

0,47

1,81

191

0,00+0,05

19,22+5,68

21,50+2,12
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A Tabela 13 mostra os coeficientes de regressdo para a producéo de
exopolissacarideos (EPS) e, em negrito sdo demostrados 0s parametros

significativos.

Tabela 13. Coeficientes de regressdo e p-valor associados para producéo de
exopolissacarideos (EPS).
Producédo de EPS
Regressdo p-valor
Meédia/ Interacdo 1,91 0,000

Xi(L) -0,22 0,399
X.4(Q) -0,92 0,004
X,(L) 0,49 0,075
X2(Q) -0,67 0,027
X3(L) -0,26 0,308
X3(Q) -0,90 0,005
Xq(L) 0,28 0,277
X4(Q) 0,39 0,165
X1 X, -0,27 0,399
X1 X3 0,26 0,415
X1 X4 -0,07 0,803
X2 X3 -0,08 0,778
X, X4 0,32 0,315
XsX4 -0,47 0,152
R? 0,71

Xj: extrato de soja; X,: frutooligossacarideo; Xs: proporcéao de lactobacilos; X,:
agitagdo; L: termo linear; Q: termo quadratico.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 13, a um nivel
de confianga de 95% (p<0,05), os termos quadraticos de teor de extrato de
soja, teor de FOS e proporcdo de lactobacilos apresentaram efeito
significativo negativo sobre a producdo de EPS. As analises de variancia

para o0 modelo de regressao foram feitas e apresentadas na Tabela 14.
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Tabela 14. Andlise de variancia para producao de exopolissacarideos (EPS).
Producéo de EPS

FV SQ gL QM Feac  F tab 5% Pp-valor
Regressao 11,67 14 0,83 2,16 2,64 0,09
Erro 4,62 12 0,38
Total 16,30 26
R?=0,71

SQ: soma dos quadrados; gL: graus de liberdade; QM: quadrado médio.

Observa-se na Tabela 14, que o modelo de regressdo para os dados
de producdo de EPS ndo é significativo pelo Teste F, ja que 0 Feaye <Fian,
apesar de apresentar o p-valor baixo e o valor de coeficiente de determinacéo
(R? acima de 0,70, considerado satisfatorio para confirmar a significancia
do modelo (17).

A porcentagem de sinérese entre os 25 tratamentos apresentou uma
grande variagdo, entre 0 e 45%. Os tratamentos 2, 3, 20, 21 e 23 ndo
sofreram sinérese (0%). E o tratamento 6 teve a maior taxa de sinérese
(44,63%).

No mesmo estudo em que Li et al. (2014) (28) utilizaram a soja,
mostrou-se que o produto fermentado com L. rhamnosus obteve um valor de
76,55% de capacidade de retencdo de agua. Segundo o0s autores, as
diferencas nos valores de CRA, de 0% para o controle e 76,55% para 0 meio
com L. rhamnosus, podem ser atribuidas a variacdo da quantidade de EPS,
0,02 g/L e 0,64 g/L, respectivamente, 0 que justifica valores tdo discrepantes
de porcentagem de sinérese (0 e 45%, pois, 0 aumento da capacidade de
retencdo de agua estd associado a prevencdo da sinérese (30). A quantidade
destes presentes no produto final sdo resultado de fatores ambientais e de
condigdes operacionais (29).

Na Tabela 15 estéo os coeficientes de regressdo para porcentagem de

sinérese.
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Tabela 15. Coeficientes de regressdo e p-valor associados para porcentagem
de sinérese.

%Sinérese

Regressdo p-valor

Média/ Interacéo

Xy(L)
X4(Q)
Xa(L)
X2(Q)
Xs(L)
X3(Q)
Xq(L)
X4(Q)
X1 Xz
X1 X3
X1 X4
Xz X3
X X4
X3X4
RZ

21,46 0,025
-2,76 0,651
2,03 0,753
-4,97 0,421
-1,53 0,812
12,48 0,058
-6,71 0,309
-4,16 0,498
-1,41 0,827
6,83 0,368
5,33 0,479
5,39 0,474
0,99 0,893
8,93 0,245
-12,92 0,102
0,53

Xi: extrato de soja; X,: frutooligossacarideo; Xs: propor¢do de lactobacilos; X,:
agitacdo; L: termo linear; Q: termo quadrético.

Os resultados apresentados na Tabela 15 mostram que nenhuma

variavel teve efeito significativo na porcentagem de sinérese a um nivel de

confianga de 95% (p<0,05). As andlises de variancia para 0 modelo de

regressdo foram feitas e apresentadas na Tabela 16.

Tabela 16. Analise de variancia para porcentagem de sinérese.

%0Sinérese

FVv SQ gL QM Feae  F b 506 p-valor
Regressédo  2990,88 14 213,63 1,00 2,64 0,50
Erro 2562,68 12 213,55

Total 5553,56 26

R*=0,53

SQ: soma dos quadrados; gL: graus de liberdade; QM: quadrado médio.
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Pela andlise de variancia (Tabela 16) observa-se que o modelo de
regressao para os dados de porcentagem de sinérese ndo é significativo pelo
Teste F, ja que 0 Feyc <Fup, € pelo valor de coeficiente de determinacao (Rz)
ser menor que 0,70, considerado o valor minimo satisfatorio para confirmar

a significancia do modelo (17).

Validacdo do modelo

Para a validagdo dos modelos para fator de crescimento total e
consumo de agucares redutores, foram conduzidos 2 experimentos em
triplicata, na regido de maior fator de crescimento celular e de maior
consumo de agUcares redutores. Na Tabela 17 sdo apresentados os valores
codificados e reais (entre paréntesis), das variaveis estudadas na regido de
maior crescimento total e de consumo de agucares redutores, bem como as

respostas experimentais, preditas e erro relativo.



Tabela 17. Variaveis codificadas e reais (entre paréntesis) para validacdo do modelo, valores experimentais
e preditos e erro relativo.

%FCtot

%FCtot %FCtot %Erro

Tratamentos %ES %FOS Lact:Bifd Agit. ] ] )
experimental predito  relativo

1 0(10) -1(2) 0(30) 0(50) 138,16 136,71 1,04
-0,5
2 0(10) 0(30) 0(50) 137,87 141,78 -2,83
(1,5)
% ConsAR

%ConsAR  %ConsAR %Erro

Tratamentos %ES %FOS Lact:Bifd Agit. ) ) )
experimental  predito  relativo

1 0(10) -1(1) _ 0(30)  0(50) 45,27 42,64 5.87

2 0(10) w5 0(30)  0(50) 46,45 51,49  -10,96
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Pode-se observar, na Tabela 17, que os erros relativos para o fator de
crescimento total e consumo de agucares redutores foram baixos, isto indica
gue os resultados obtidos no ensaio de validacdo foram satisfatérios em

relacdo as varidveis respostas, estando os modelos, validados.

Propriedades reoldgicas

Os dados reolégicos dos tratamentos foram descritos adequadamente
pelo modelo Lei de Newton (T1, T5, T6, T7, T8, T12, T24, T25, T26 e T27),
pelo modelo Lei da Poténcia (T11, T13, T14, T15, T16, T17, T18 e T19) e
pelo modelo Herschel-Bulkley (T2, T3, T4, T9, T10, T20, T21, T22 e T23).
Conforme apresentado nas Tabelas 18, 19 e 20, os pardmetros reol6gicos
determinados segundo cada modelo utilizado foram: 1) viscosidade (p) por
meio da Lei de Newton; IlI) indice de consisténcia (K) e indice de
comportamento do fluido (n) através da Lei da Poténcia; e Ill) indice de
consisténcia (K), indice de comportamento do fluido (n), tensdo inicial (1)
obtidos pelo modelo Herschel-Bulkley, respectivamente. Com referéncia aos
ajustes dos pontos experimentais, pode-se afirmar que os modelos estudados
foram adequados, uma vez que apresentaram os bons valores de R?

(coeficiente de determinacdo) e de RSME (quadrado médio do residuo).
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Tabela 18. Parametro reoldgico obtido para os diferentes tratamentos por

meio da Lei de Newton.

Lei de Newton

Tratamentos 0 R2 RMSE
1 0,003678% + 0,000077 0,9954 0,0212
5 0,003656" + 0,000038 0,9987 0,0116
6 0,003091° + 0,000042 0,9981 0,0122
7 0,003301%° + 0,000030 0,9986 0,0111
8 0,003833°+ 0,000046 0,9980 0,0152
12 0,005451°+ 0,000007 0,9836 0,0582

24 0,008108° + 0,000025 0,9869 0,0752
25 0,006260° + 0,000308 0,9904 0,0508
26 0,006426° + 0,000073 0,9844 0,0657
27 0,006117+ 0,000512 0,9966 0,0309

W = viscosidade (Pa.s); R2 = coeficiente de determinacdo; RMSE = quadrado médio
do residuo; Médias seguidas de mesmas letras minasculas na mesma coluna nédo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Tabela 19. Parametros reoldgicos obtidos para os diferentes tratamentos por

meio da Lei da Poténcia.

Tratamentos

Lei da Poténcia

< n_ R? RMSE
" 2,8%%2081%4 10'07,33;%527 0,9937 0,0611
o MEE ST e o
o NS o o
A
o MmO m o
0 L e o
5 2,81)203154872 ioggggggcg 09971  0,0470
S

K = indice de consisténcia (Pa.s"); n = indice de comportamento do fluido
(adimensional); R2 = coeficiente de determinagdo; RMSE = quadrado médio do
residuo; Médias seguidas de mesmas letras minlsculas na mesma coluna nédo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Tabela 20. Parametros reolégicos obtidos para os diferentes tratamentos por
meio do modelo Herschel-Bulkley

Modelo Herschel-Bulkley

Tratamentos K _ n a T C R2 RMSE
, 1(38911113312 : féggigif ilgéggggﬁ 09914  0,2192
S
. “—?’(2”81232070%? iog,g?g%g iogjg%i% 0,0872  0,2698
. fgggggo f’({gﬁ?ﬁs i’g%lzi%cs 0,9966  0,0759
0 2,8%1197%%*‘; iog,géiég; ié%ﬁg; 0,9989  0,0496
2 féégé;gg; f’é?f{%gay féggg‘éi 0,0995  0,0538
’ 2%,28(???;; f%%igﬂl l}gﬁiﬁ; 0,9999  0,0663
’s 2,8%755126%’; fc?éﬁgis igﬁ%ﬁ’? 0,0996  0,0388
’s fgfligzg‘? fggg%;; l}ggggigz 0,0996  0,0240

K = indice de consisténcia (Pa.s"); n = indice de comportamento do fluido
(adimensional); T = tensdo inicial (Pa); R? = coeficiente de determinagdo; RMSE =
guadrado médio do residuo; Médias seguidas de mesmas letras mindsculas na
mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

A Figura 7 demonstra a variagdo da tensdo de cisalhamento em
fungdo da taxa de deformagdo aplicada, descrita pelo modelo de Newton
(Figura 7a), pelo modelo Lei da Poténcia (Figura 7b) e pelo modelo

Herschel-Bulkley (Figura 7c).
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Figura 7.Efeito da taxa de deformacdo sobre a tensdo de cisalhamento a
temperatura de 25°C dos diferentes tratamentos, descrito pelo
modelo: (a) Lei de Newton; (b) Lei da Poténcia; e (c) Herschel-
Bulkley.
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No reograma 7a, pode-se observar que os tratamentos apresentaram

relacdo de tensdo de cisalhamento e taxa de deformacao préxima a linear, ou
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seja, comportamento tipicamente newtoniano. J& o comportamento reol6gico

apresentado pelos reogramas 7b e 7c é tipico de fluidos ndo newtonianos,

uma vez que se encontra evidente a diminuicdo da inclinacao das curvas com

0 aumento da taxa de deformacdo. Para confirmar a pseudoplasticidade

destas amostras, pode-se observar na Tabela 17 que o

indice de

comportamento de fluxo (n) apresentou valores menores que uma unidade.

A Figura 8 representa o comportamento da viscosidade aparente dos

tratamentos que apresentaram comportamento pseudoplastico, ou seja, 0s

quais apresentaram decréscimo nos valores da viscosidade em funcdo do

aumento da taxa de deformacéo.

Figura 8. Efeito da taxa de deformacdo sobre a viscosidade aparente a
temperatura de 25°C dos diferentes tratamentos.
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Espirito-Santo et al. (2015) (12), mostraram que em meio de soja a
viscosidade aparente aumenta significativamente como resultado da
fermentacdo. Em seus estudos, observaram também, que os menores valores
de m,p foram obtidos nos meios de soja fermentados por L. plantarum, L.
acidophilus e B. lactis. Nas fermentacdes utilizando L. casei e B. lactis o
meio de soja fermentado apresentou a maior area tixotrdpica, 0 que aponta
que essas bactérias produziram exopolissacarideos que estabilizaram a rede
de gel de proteina ou promoveu menos proteélise. E os menores valores de
Nap d0os meios de soja fermentados por L. acidophilus e B. lactis podem ser
atribuidos a uma atividade proteolitica mais extensa por esses
microrganismos em pH préximos a 4,5.

No seu estudo Li et al. (2014) (28), utilizando meio de soja,
adicionado de 4% de sacarose e inoculado com 4% (v/v) de L. rhamnosus,
também observaram que a viscosidade dos produtos fermentados de soja
diminuiu acentuadamente com o aumento da taxa de deformacdo, o que

indica que esses produtos sdo fluidos pseudopléasticos. A baixa viscosidade
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desses produtos pode ser explicada pela boa dispersdo da dgua nos espacos
da estrutura de rede homogénea. A medida que a taxa de deformagdo
aumenta, a capacidade do gel para reter 4gua diminui adversamente.

Os resultados obtidos mostram que os tratamentos T1, T5, T6, T7,
T8, T12, T24, T25, T26 e T27 podem ser classificados como fluidos
Newtonianos, com uma viscosidade muito baixa, assemelhando-se aos
‘leites fermentados’ encontrados no mercado. Os tratamentos T11, T13, T14,
T15, T16, T17, T18 e T19 sdo fluidos pseudoplasticos e os tratamentos T2,
T3, T4,T9, T10, T20, T21, T22 e T23 classificam-se como fluidos Herschel-
Bulkley. Os tratamentos que tiveram comportamento ndo-Newtoniano,
apesar de terem apresentado baixa viscosidade aparente, se assemelham ao
comportamento dos iogurtes lacteos do mercado.

As andlises reoldgicas permitem a classificacdo do produto
desenvolvido e sua avaliagdo para que atenda aos interesses dos

consumidores e tenha uma aceitagéo sensorial positiva.
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CONCLUSAO

O extrato de soja mostrou-se um substrato adequado para a producéo
de um produto simbiético, com fontes de carbono, que se tornam acessiveis
as bactérias do &cido lactico quando utilizado em simbiose com bactérias do
género Bifidobacterium.

A relacdo de simbiose pode ser comprovada pelos tratamentos que
utilizaram uma proporcdo de 30% de Lactobacillus totais em relacdo a
bifidobactéria, obtendo um fator de crescimento total de aproximadamente
145%.

O consumo de agUcares também mostra que o inoculo, com uma
proporcdo de 30 a 40% de bactérias lacticas, é adequado para 0 processo
fermentativo, pois em tratamentos utilizando-se essa proporgdo, 0 consumo
de agUcares redutores foi de 70,13% e de 62,43% para agUcares totais,
respectivamente.

A adicdo do frutooligossacarideo — FOS também melhora o processo
fermentativo e o produto final, diminuindo o tempo de fermentacdo em até 6
horas, 0 que se torna um ponto de interesse para a industria. O produto final
apresenta caracteristicas de textura que possam vir a ter uma aceitacdo maior
por parte dos consumidores, uma vez que tem valores de viscosidade
semelhantes as de iogurtes.

Nos tratamentos onde se adicionou FOS em concentra¢Ges mais altas
como 3g/100mL e 2g/100mL, a producdo de exopolissacarideos foi maior
(2,67 g/L e 1,91 g/L, respectivamente) e, portanto, o produto final sofreu
menos sinérese, as taxas foram de 17,69% para o tratamento com maior
producdo de EPS (2,67 g/L) e 21,50% para o tratamento com 1,91 g/L de
EPS.

Baixas taxas de sinérese sdo importantes para a qualidade final do
produto, assim como o comportamento reolégico também é responsavel pela
aceitagdo sensorial do consumidor. Os tratamentos apresentaram diferentes

comportamentos reoldgicos, o0s quais classificam-se como fluidos
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Newtonianos, fluidos pseudoplasticos e fluidos Herschel-Bulkley, com isso,
0 produto pode ser desenvolvido para obter o tipo de fluido que atenda a
aceitacdo sensorial do consumidor, de acordo com o que é desejado e esta
disponivel no mercado, como leite fermentado ou iogurte.

O produto desenvolvido apresentou caracteristicas importantes que
atendem as legislagdes vigentes e as demandas de mercado, 0 DCCR foi uma
ferramenta eficaz para obter esses resultados, ja que possibilitou conhecer as
melhores condi¢bes de fermentacdo e quais variaveis sdo significativas ou

N&0 para o processo.
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APENDICES

APENDICE A

A Figura 9 apresenta a curva de crescimento para as cepas de

Lactobacillus paracasei LBC-81 e Lactobacillus rhamnosus LR-32.

Figura 9. Curva de crescimento (a) Lactobacillus paracasei LBC-81 e (b)
Lactobacillus rhamnosus LR-32.
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A partir dos dados obtidos pelas curvas de crescimento, foram
construidos os graficos que mostram a correlacdo entre absorbancia e a
contagem de células viaveis (Figura 10).

Figura 10. Correlacdo entre absorbancia e viabilidade celular de (a)
Lactobacillus paracasei LBC-81 e (b) Lactobacillus rhamnosus
LR-32.



log (UFC/mL)

© ©
I URNN

® © © ™
N R o

log (UFC/mL)

N
w oo

7,6

115

y =0,2954x + 7,1465
R2=0,7179

0,5 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55
Absorbancia (600nm)

(@)

y =0,3405x + 5,547
R?=0,9111

2 4 6 8 10 12
Absorbancia (600nm)

(b)

APENDICE B

A Tabela 21 apresenta a cinética de reducéo do pH durante o tempo

de fermentacg&o para os 25 tratamentos.

Tabela 21. Valores médios de pH durante os 25 tratamentos.
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Tempo (h)
Tratamentos 0 2 4 6 8 10
563t 540+ 501+ 4,48+
. 009 014 004 010 )
6,63t 626+ 5091+ 489+ 430+
: 004 00l 010 009 005
6,20t 623+ 560+ 472+ 4725+
3 00l 004 016 008 005
6,30+ 625+ 548+ 461+ 412+
4 002 003 016 010 004
6,33t 621+ 544+ 450+ 414+
° 009 00l 014 006 006
6,32+ 6,12+ 516+ 438+ 4,00+
° 004 001 011 008 005
6,25+ 590+ 4,72+ 423+ 4,02+
! 00l 011 007 00l 002
553+ 544+ 489+ 424+
° 023 017 003 004 _
6,39+ 6,17+ 6,00+ 549+ 458+
? 002 003 004 003 005
6,43+ 6,18+ 605+ 550+ 4,69+
10 004 001 002 007 008
» 6,33t 628+ 606+ 537+ 460t
00l 002 002 011 005
. 6,36+ 623t 546+ 457+ 423+
007 005 009 005 001
s 6,17+ 504+ 480+ 434+ 414+
002 004 005 004 005
y 6,19+ 600+ 508+ 434+ 416+

0,02 003 061 006 0,06
15 6,27+ 6,18+ 5,64+ 4,70+ 4,19+ -



16

17

18

19

20

21

22

23

0,18
6,31+
0,01
6,42+
0,01
6,42+
0,02
6,39+
0,02
6,45+
0,03
6,42+
0,05
6,30+
0,02
6,21+
0,08
6,18+
0,09
6,45+

25*

0,02

0,20
6,28+
0,04
6,35+
0,02
6,40+
0,01
6,37+
0,02
6,41+
0,04
6,34+
0,02
6,24+
0,02
6,04+
0,23
6,00+
0,15
6,28+
0,09

0,43
5,74+
0,20
6,20+
0,04
6,27+
0,05
6,12+
0,08
6,25+
0,05
6,26+
0,04
5,91+
0,04
5,73+
0,35
5,51+
0,19
5,67+
0,14

0,33
4,72+
0,14
5,61+
0,11
5,83+
0,13
5,52+
0,11
5,80+
0,06
5,94+
0,04
5,19+
0,09
5,30+
0,31
5,17+
0,16
4,68+
0,09

0,16
4,23+
0,09
5,06+
0,08
5,17+
0,06
4,92+
0,10
4,99+
0,05
5,23+
0,03
4,76x
0,04
4,67+
0,12
4,75+
0,10
4,12+
0,03

4,66+
0,03
4,71+
0,02
4,61+
0,15
4,38+
0,05
4,73+
0,05

*Meédia do ponto central (tratamentos 25, 26 e 27).
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APENDICE C

A Figura 11 mostra a curva padrdo de glicose utilizada na
determinacdo de agucares redutores (AR).

Figura 11. Curva padrdo de glicose para determinacgdo de AR.
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APENDICE D

A Figura 12 mostra a curva padrdo de sacarose utilizada na
determinacdo de acgUcares totais (AT).

Figura 12. Curva padrdo de glicose para determinagéo de AT.
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APENDICE E

A Figura 13 apresenta a curva padrdo de dextrana 9300Da utilizada

na determinacao de exopolissacarideos (EPS).

Figura 13. Curva padrdo de dextrana 9300Da para determinacao de EPS.
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