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RESUMO

Com o objetivo de ampliar o uso do soro de leite, subproduto da industria lactea;
agregar valor a farinha de mandioca, produto amplamente produzido no estado do
Parana e contribuir para o estudo da utilizagdo da bactéria amilolitica Lactobacillus
plantarum A6 isolada da mandioca; foram desenvolvidas uma bebida e uma farinha
lactea fermentada de agado probiotica por cultura mista de Lactobacillus plantarum A6,
Lactobacillus casei Shirota e Lactobacillus acidophilus. A pasteurizagao a 80°C por 20
minutos mostrou ser eficiente na destruigao da flora microbiana natural presente no
soro de leite, sem haver precipitagao das proteinas. A otimizagao do fermentado total
(fase liquida + sdlida) demonstrou que os parametros ideais foram: tempo de
fermentagao de 16 horas, taxa de indculo de 8%, temperatura de incubagao de 35°C e
concentragao de farinha de mandioca de 20%. Apds 16 horas de cultura a bebida lactea
apresentou pH de 4,07, acidez titulavel em acido lactico de 1,050, 40g/L de agucares
redutores e 2,8 x 10° UFC/mL de bactérias lacticas amiloliticas/g e 2,28 x 10° células
probioticas/g. A produgao de acido lactico em cromatégrafo liquido (HPLC), resultou em
1,25% apés as 16 horas de cultura. A formulagao contendo 36% de suco de goiaba,
10% de agucar e 54% de bebida lactea fermentada recebeu as maiores pontuacgoes,
pelos 12 julgadores selecionados, na avaliagao sensorial do produto em relagao as
demais formulagées. A bebida lactea manteve a qualidade fisico-quimica e
microbiolégica no decorrer do periodo de 28 dias de estocagem a 4°C, exibindo
desejavel contagem celular das culturas especificas utilizadas. A analise centesimal da
farinha de mandioca desidratada, com atividade de agua de 0,31 a 22°C apresentou
teores de proteina e lipidios superiores aqueles comparados com a farinha nao
fermentada, este fato se deu devido a fermentagao (quantidade de células presentes) e
ao acréscimo provavel de proteinas soluveis presentes no soro de leite. A farinha lactea
desidratada apresentou um total de 9,8 x 10* células probidticas/g e 3,6 x 10° células
amiloliticas/g.

Palavras-chave: Soro de leite; Farinha de mandioca; Lactobacillus plantarum A6;
Lactobacillus casei Shirota; Lactobacillus acidophilus, Bebida lactea fermentada;
Farinha de mandioca fermentada.



ABSTRACT

The present work had as objectives: increase milk whey utilization, by product
originated from the lactic industry, add value to cassava flour, a product largely
produced in Parana state and to contribute to the utilization of the amylolytic bacteria
Lactobacillus plantarum A6, isolated from cassava; a lactic beverage and a
fermented cassava flour with probiotic activity were developed with mixed culture of
Lactobacillus plantarum A6, Lactobacillus casei Shirota and Lactobacillus
acidophilus. A time/temperature range of 80° C and 20 minutes was efficient in the
destruction of the natural microflora present in milk whey, without protein
precipitation. The optimization of the total fermented (liquid phase + solid) showed
that the best parameters were: 16 hours fermentation time, 8% inoculation rate,
incubation temperature of 35° C and 20% of cassava flour. After 16 hours of
fermentation the beverage had pH of 4,07 1,050 of titratable acidity in lactic acid, 40
g/L of reducing sugars and 2,8 x10° cells/ mL of lactic amylolytic bacterias and 2,28
x 10° cells/mL of probiotic bacterias The production of lactic acid measured by high
performance liquid chromatography (HPLC) was 1,25% after 16 hours of culture. The
final lactic beverage had the following composition: 36% of guava juice, 10% of sugar
and 54% of fermented lactic beverage; This beverage was sensory evaluated and
received the best grades by a panel of 12 selected judges in relation to other tested
formulations. The lactic beverage maintained its microbiologic and physical-chemical
quality for 28 days storage period at 4° C, showing desirable cell number of the
specific cultures utilized. The analysis of the dried cassava flour, with Aw of 0,31 at
22° C demonstrated superior protein and lipid content to those compared to a non-
fermented flour, this fact was due to fermentation (cell number) and to milk whe¥
addition. The dried flour presented 9,8 x10* of probiotic cells/lg and 3,6 x 10
amylolytic cells/g.

Key-words: Milk whey; Cassava flour, Lactobacillus plantarum A6; Lactobacillus
casei Shirota; Lactobacillus acidophilus, Fermented lactic beverage; Fermented
cassava fiour.
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1. INTRODUGAO

Nos ultimos anos constatou-se um incremento notavel do consumo de bebidas
lacteas fermentadas que se caracterizam principalmente por apresentarem baixa
viscosidade e serem consumidas como bebidas suaves e refrescantes (OTERO et al.,
1995). As bebidas lacteas estdo associadas ndo somente ao seu sabor agradavel,
ligeiramente acido, mas também a sua vida de prateleira bem maior que a do leite.

Para os laticinios, a conversao do soro liquido em bebidas, fermentadas ou nao,
€ uma das mais atrativas opgdes, para a utilizagdo do soro para consumo humano,
devido a simplicidade do processo, utilizagdo de equipamentos de beneficiamento do
leite, além das excelentes propriedades funcionais das proteinas do soro (GANDHI &
PATEL, 1994).

Apesar do soro de leite ser um alimento rico em nutrientes valiosos, o teor
elevado de sais minerais e a excessiva diluicdo de seus componentes devido a grande
quantidade de agua (93-95%) constituem um inconveniente que limita, em alguns
casos, o consumo deste produto “in-natura” (VEYSSEYRE, 1988). Em fungdo disto
torna-se necessario o acréscimo de aromas, agucar e/ou sucos de frutas resultando em

produtos com melhor aceitacao pelo mercado consumidor.

Tem-se destacado a utilizagdo de microrganismos probiéticos em produtos
lacteos fermentados, que causam efeitos benéficos, prevenindo ou revertendo estados
clinicos gerados pela antibioticoterapia, “stress” ou dietas que tenham alterado a
microflora normal, restaurando-a ao seu estado natural. As culturas probiéticas também
sdo atribuidas propriedades hipocolesterémicas e antitumorais, além da sintese de

vitaminas e enzimas digestivas (FULLER, 1989).
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A mandioca € uma importante cultura agricola do estado do Parana e se constitui
como a base alimentar de uma parte consideravel da populagdo em extensas regiées
da Africa, Asia e América Latina.

Em 1991, uma cepa selvagem de Lactobacillus plantarum (denominada A6) com
capacidade de hidrolisar o amido, foi isolada por GIRAUD et al. (1991) do amido de
mandioca fermentado no Laboratério de Biotecnologia do IRD (Institute de Recherche
et Développment), em Montpellier — Francga.

Este presente trabalho faz parte do projeto PRI 017, IRD — CIRAD — DANONE -
MINISTERIO DE CIENCIA E TECNOLOGIA (BRASIL) - UFPR, que tem por objetivo a
aplicagao da bactéria Lactobacillus plantarum A6 no desenvolvimento de novos

produtos fermentados, de interesse na industria de alimentos.
1.2. OBJETIVOS
1.2.1. Objetivo geral

Produgado de bebida e farinha lactea fermentada com atividade probiética a base
de soro de leite doce e farinha de mandioca, utilizando cultura mista de bactérias das
espécies Lactobacillus plantarum A6, Lactobacillus casei Shirota e Lactobacillus
acidophilus.
1.2.2. Objetivos especificos
- o aproveitamento de subproduto da industria lactea, o soro de leite, que

apresenta elevado valor nutricional e constitui material organico com grande

capacidade de gerar poluigao ambiental quando despejado em agua fluviais;
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a produgado de bebida lactea fermentada com atividade probiética, com boas
caracteristicas sensoriais e nutricionais, contribuindo para a introdugdao do

produto no mercado consumidor;

a contribuigdo para o estudo da utilizagado da bactéria Lactobacillus pantarum A6,
em produtos lacteos;

agregar valor a farinha de mandioca, em razao da grande produgao no Estado do

Parana, bem como seu elevado teor de amido e baixo custo, produzindo uma
farinha de mandioca biotransformada, com caracteristicas probiéticas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. LEITE
2.1.1. Produgéo e consumos mundiais de leite

A produgdo mundial de leite em 1999 foi de 387,5 bilhdes de litros com
crescimento de 0,67% superior ao ano de 1998. Para o ano de 2000, estima-se no
Brasil, uma producéo entre 20 e 22 bilhdes de litros, quando no ano de 1999, ficou em
19,13 bilhdes de litros (BITTENCOURT & BITENCOURT, 2000).

Na tabela 1 estd representada a produgado brasileira de leite distribuida por
regides.

TABELA 1 - EVOLUGAO DA PRODUGAO BRASILEIRA DE LEITE NO PERIODO DE

1996 A 1999

Regides Produgdo em mil litros

1996 1997 1998 1999
Norte 769,3 810,1 781.,4 815,4
Nordeste 2.134,4 2.2547 2.315,7 2.270,6
Sudeste 8.593,8 8.635,0 8.492,0 8.285,0
Sul 4.7671 4.853,7 4.864,7 4.697,6
Centro-Oeste 2.886,9 2.815,3 2.793,8 2.7415
Total 19.151,6 19.368,9 19.247,8 18.810,2

FONTE: ANUALPEC 2000
A producio leiteira no Brasil, concentra-se nos Estados de Minas Gerais, Sao

Paulo, Goias, Parana e Rio Grande do Sul. Juntos estes estados respondem por 70%
da produgao de leite do pais (BITTENCOURT & BITENCOURT, 2000).
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O Parana é o 5° maior estado brasileiro produtor de leite. Em 1999 foi
responsavel por 1,801 bilhdes de litros (ANUALPEC, 2000). A FIGURA 1 demostra os

maiores estados produtores de leite do Brasil.

Minas Gerais

B Sao Paulo

O Rio Grande so Sul
O Goias

B Parana

Santa Catarina

B Bahia

O outros

FIGURA 1 — MAIORES ESTADOS PRODUTORES DE LEITE DO BRASIL (2000)

2.1.2. Composigao quimica do leite

O leite é uma suspensao coloidal de particulas numa fase aquosa dispersante.
As particulas sédo de um lado, parte de glébulos de gordura (de 3 a 5 um de diametro
em geral), de outro lado micelas protéicas (de diametro de 0,1 um), formadas pela
interacdo de caseina com outras proteinas e com sais minerais presentes na fase
aquosa. As particulas em suspensao sao responsaveis pela consisténcia e
opalescéncia e pela cor branca do leite. O pH do leite é de 6,5 — 6,7 (WALSTRA, 1987).
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Na TABELA 2 esta representado a composi¢ao aproximada do leite.

TABELA 2 - COMPOSIGAO APROXIMADA DO LEITE

Componentes (%) Quantidades
Agua 85,5-88,7
Lactose 3.8-53
Gordura 24-55
Proteina 23-44
caseina 1,7-3,5
Sais minerais 0,53-0,80
Acidos organicos 0,13-0,22

FONTE: WALSTRA (1987)

2.1.2.1. Sistema protéico do leite

As caseinas (fosfoproteinas) representam 80% das proteinas do leite de vaca, o
restante é constituido de B-lactoglobulina (quase 10% das proteinas totais) e da a-
lactoalbumina (quase 2% das proteinas totais) , denominadas proteinas do soro do leite
e de enzimas e imunoglobulinas . A fragdo caseinica cujo ponto isoelétrico global esta
préximo de 4,7, compreende varios tipos de moléculas. Cerca de 50% sao a-caseina,
30% sao B-caseina, 15% sao k-caseina e 5% sao y-caseina. Ao pH 7,0 a a-caseina
esta na forma de pequenos polimeros, a p-caseina no estado de monémero e a k-
caseina na forma de polimeros maiores. Se em pH 7,0 (a 37°C) adicionam-se ions Ca?
a cada uma destas fragbes caseinicas separadamente, a o-caseina coagula, a -
caseina precipita e a k-caseina nao é afetada. Quando o e B estédo juntas a adigéao de
Ca*" na solugédo provoca ainda a sua precipitagdo, mas se a k-caseina também estiver
presente, o calcio nao exerce efeito algum. Esta agao protetora da k-caseina € exercida
até 10 moléculas de o para uma de k (CHEFTEL; CHEFTEL, 1977).
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Os complexos o e k se associam entre eles com a B-caseina para formar micelas
de forma esférica com tamanho de 0,05 a 0,3 pum de diametro e de peso molecular de
aproximadamente 3 x 10°. A estabilidade deste conjunto se da principalmente a
hidratagao (estas micelas contém cerca de 70% de &gua) e as cargas eletrostaticas
(pontes salinas), as caseinas possuem também proporgées elevadas de aminoacidos
nao polares, fonte de ligagdes hidréfobas (CHEFTEL; CHEFTEL, 1977).

2.2. SORO DE LEITE

O soro de leite ou lactossoro é um liquido amarelado que se separa da coalhada
(caseina) durante a fabricagao do queijo. Representa em torno de 90% do peso do leite
utilizado para a elaboragao do queijo (AMIOT, 1991).

Durante a fabricagdo do queijo, a atividade de uma enzima (renina presente no
coalho) ou 0 aumento da acidez causa desestabilizagdo das proteinas que compde as
micelas de caseina. A medida que as micelas vao se desintegrando forma-se o
coagulo, ou seja, um gel de consisténcia mole, tri-dimensional de caseina, que ocupa o
mesmo volume de leite no tanque de fabricagdo. O coagulo é entdo cortado em,
pequenos cubos, aquecendo-se a massa lentamente até atingir uma temperatura de
aproximadamente 36 a 38°C. Este processo de cozimento provoca a contragao do gel e
consequentemente expulsdo da agua e constituintes soluveis do leite no interior dos
cubos. Os cubos — ou massa de queijo — contém caseina, gordura do leite e sais
minerais que aderem ou sao fisicamente aprisionados no interior da matriz de proteinas.
O liquido expelido dos cubos — o soro — contém os constituintes soliveis do leite
(USDEC, 1997).
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Dependendo do tipo de queijo que esta sendo fabricado existem dois tipos
basicos de soro de leite:

a) Soro de leite acido

Resulta da fabricagdo de queijos de pasta fresca e pasta branda, assim como da
fabricagao de caseina lactica, apresentando acidez de 120 graus Dornic (°D). Quando a
coagulagao é totalmente acida (uso de acido lactico), o calcio abandona o complexo
caseina-calcio, formando lactato de célcio, e a caseina sem a protecao do calcio
precipita. O soro de leite acido assim formado contém uma grande quantidade de
lactato de calcio e o conteudo de extrato seco varia entre 4,5 e 5,5%. Um outro tipo de
soro de leite industrial & obtido mediante a coagulagdo das proteinas do leite pelo
emprego de outros acidos, como o acido cloridrico, acido sulfurico e acido acético
(MACEDO, 1997).

b) Soro de leite doce

Segundo CHEFTEL & CHEFTEL (1977), resulta do ataque de uma enzima
(renina - coalho) a fragdo k-caseina rompendo uma ligagdo peptidica (fenilalanina-
metionina) com liberagio de um glicopeptideo. A para-caseina k formada néo estabiliza
mais o complexo com a a-caseina e em presenga de calcio, os aglomerados micelares
se polimerizam e coagulam formando um gel, que por sinerese expulsa o soro. O soro
de leite doce contém restos de coalho ativo, gordura e um grande numero de bactérias
procedentes sobretudo do crescimento do fermento lactico, durante a fabricagao do
queijo. Sua acidez varia de 15 a 25°D de acordo com os procedimentos utilizados.
Apresenta pH préximo a 6,2 e é obtido a temperatura em torno de 38°C (MACEDO,
1997).
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2.2.1. Composigao quimica do soro de leite

O soro de leite € um alimento de grande interesse nutricional, por apresentar
grande quantidade de lactose, proteinas soluveis ricas em aminoacidos essenciais
(como lisina e triptofano) e pela presenga de numerosas vitaminas do grupo B (tiamina,
acido pantoténico, riboflavina, piridoxina, acido nicotinico, cobalamina) , acido ascérbico
e sais minerais (VEISSEYRE, 1988)

A composi¢do aproximada do soro de leite doce e acido esta ilustrada na
TABELA 3.

TABELA 3 - COMPOSIGAO QUIMICA DO SORO DE LEITE

Componentes (%) Soro doce Soro acido
Agua 93-94 94 -95
Extrato seco 6-7 5-6
Lactose 45-5 3,8-42
Acido lactico tragos Até 0,8
Proteinas 08-1 08-1
Acido citrico 0,15 0,1
Cinzas 05-07 0,7-0,8
Valores de pH 6,45 Perto de 5

FONTE: SPREER (1991)

As proteinas do soro do leite sdo basicamente a a-lactoalbumina e a f-
lactoglobulina (QUADRO 1). Apresentam alto valor nutritivo, especialmente a a-

lactoalbumina, cuja composicdo em aminodcidos é muito proxima da considerada

biologicamente 6tima.

As proteinas do soro de leite sdo desnaturadas pelo calor e ndo precipitam em
seus pontos isoelétricos (MACEDO, 1997).
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QUADRO 1 — CONCENTRAGAO DAS PRINCIPAIS PROTEINAS DO LEITE E SORO

DE LEITE.
Proteina Concentragao (g/L) % aproximado da proteina Total
Caseinas 24-28 80
o-caseina 156-19 42
B-caseina 9-11 25
k-caseina 34
y-caseina 1-2
Proteinas do soro 5-7 20
B-lactoglobulina 2-4 9
a-lactoalbumina 1-1,5 4
Proteose-peptonas 0,6-1,8 4
Proteinas sanguineas 1,4-16 2
Albumina sérica 0,1-0,4 1
imunoglobulinas 0,6-1,0 2

FONTE:: FENNEMA (1965)

O soro de leite e seus subprodutos contém aminoacidos essenciais, apresentam

boa digestibilidade e um alto indice de Eficiéncia Protéica (IEP). Quanto mais elevado o

valor IEP, melhor a qualidade da proteina. A caseina apresenta valor de |IEP de 2,5.

Proteinas com |IEP acima de 2,5 sdo consideradas proteinas de alta qualidade. Nas

proteinas do soro o IEP é maior que 3,0, classificando-as como excelentes proteinas do
ponto de vista nutricional (USDEC, 1997).

Na TABELA 4 esta relacionada a composi¢do de aminoacidos essenciais das

proteinas do soro de leite e das proteinas totais do leite.
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TABELA 4 - COMPOSICAO EM AMINOACIDOS ESSENCIAIS DAS PROTEINAS DO
SORO DE LEITE E DAS PROTEINAS TOTAIS DO LEITE.

Aminoécidos (%) Proteinas do soro de leite Proteinas totais do leite
Isoleucina 6,55 6,10
Leucina 14,00 10,00
Lisina 10,90 7,90
Metionina 2,35 2,60
Cistina 3,15 1,00
Fenilalanina 4,05 4,80
Tirosina 4,80 5,20
Treonina 6,70 4,70
Triptofano 3,20 1,50
Valina 6,85 6,80
TOTAL 62,55 50,60

FONTE: SOTTIEZ (1993)

2.2.2. Subprodutos do soro de leite

Apesar do soro de leite ser um alimento que contém nutrientes valiosos, a alta
quantidade de sais e a excessiva diluigdo de seus componentes devido a grande
quantidade de agua (93-95%) constituem um inconveniente que limita, em alguns
casos, 0 consumo deste produto in-natura. E necessario que o soro de leite sofra
determinados tratamentos tecnolégicos para uma melhor adaptagao do produto aos
seus diversos usos industriais. Entre estes os mais importantes sdo a desmineralizagao,
a concentragao e a desidratagao (VEYSSEYRE, 1988).
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2.2.3. Utilizagao do soro de leite

13

O soro de leite vem sendo utilizado para os mais diversos fins na industria

alimenticia. O QUADRO 2 apresenta as utilizagdes do soro de leite.
QUADRO 2 - PRINCIPAIS USOS DO SORO DE LEITE

1. Desnatado, extragdo do creme (manteiga de soro)

2. Soro de leite liquido
a) Alimentagao animal (especialmente suinos)
b) Alimentagdao humana
- bebidas fermentadas ou aromatizadas
- preparo de biscoitos, sorvetes

3. Soro de leite concentrado ou dessecado (xarope, pasta e soro de leite em po6)
a) Alimentagao animal
b) Biscoitos, padaria, confeitaria
c) Fabricagao de lactose pelo procedimento do alcool (a partir de pé)
d) Fabricagao de queijos fundidos

4. Aquecimento a 95°C (proteinas precipitadas)
a) Proteinas precipitadas
- produtos para alimentagdo humana

- produtos para alimentagdo animal (proteinas dessecadas, hidrolisados de proteina)

b) Aguas maes (por concentragao e cristalizagado produzem lactose)
- alimentagao infantil, farmacia
- industria da penicilina

5. Concentragao e Cristalizagao
a) Lactose
b) Soro de leite sem uma parte de lactose
c) Extragao de proteinas
d) Soro de leite em pasta (apés a concentragao), rico em proteinas e vitaminas

6. Fermentagdes
a) Bactérias lacticas (acido lactico)
b) Alimentagao (conservas)
¢) Industria téxtil, curtumes
d) Clostridios (fermentos butiricos, acido butirico para a industria quimica)
e) Leveduras (alcool)
f) Bebidas alcbolicas, “cerveja de soro”
g) Solvente industrial, industria quimica
h) Fermentagdo por bactérias acéticas (vinagre do soro)

7. Soro fermentado por cultivo com leveduras de padaria
a) Produto concentrado ou dessecado para a alimentagéo animal

8. Obtengao de vitamina B; (riboflavina), extraida de diversas aguas maes

FONTE: ALAIS (1984)
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2.2.4. O soro de leite como residuo industrial

Devido a alta quantidade de substancias orgéanicas, representadas
principalmente pela lactose — aproximadamente 70% dos solidos totais — e pelas
proteinas — aproximadamente 20% dos solidos totais, o soro de leite impée um alto
valor de demanda bioquimica de oxigénio (DBO) as plantas de tratamento de aguas
residuarias, variando de 30.000 a 60.000 mg/L dependendo do processamento
especifico utilizado. Segundo dados fornecidos pela Associagdo Brasileira das
Industrias de Queijo — ABIQ, grande parte do soro de leite produzido no Brasil ainda é
incorporada as aguas residudrias de laticinios, sendo despejada em cursos de agua e
canais de irrigacdo ou sobre o solo, pratica que impde elevadas cargas poluentes aos

sistemas de tratamento de aguas e ao meio ambiente (PONSANO, 1995).

Atualmente, a luta contra a poluicdo ambiental proibe descarte do soro de leite
pelas industrias em cursos de agua antes de um tratamento despoluente prévio com o
objetivo de eliminar a lactose e as proteinas que sdo os componentes mais valiosos do
soro de leite. Em uma época em que as necessidades da alimentagao humana e animal
sdo cada vez mais importantes é preferivel o reaproveitamento do soro pela industria do
que o tratamento despoluente (VEISSEYRE, 1988; PONSANO, 1995).

2.2.5. Produgao e custos do soro de leite

Para cada litro de leite coagulado na fabricagao de queijos produz-se cerca de
0,6 a 0,9 litros de soro, dependendo do tipo de queijo (ALMEIDA, 2000).

Segundo os dados da Associagao Brasileira de Produtores de Leite do Brasil
(LEITEBRASIL) a produgao de queijo no ano de 1999 atingiu a cifra de 434.000 t e
estima-se que nestas industrias foram produzidas cerca de 3,5 milhdes de toneladas de

soro de leite.
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Para que o soro seja reaproveitado nas suas formas mais comuns, como o soro
de leite em po6 e o concentrado protéico de soro, necessita-se de tecnologia adequada
que muitas vezes representa um alto custo para pequenas e médias industrias.

ALMEIDA (2000) cita que em 1993, apenas 6% do total de soro de leite
produzido pelas industrias registradas no SIF (Servico de Inspecdao Federal) era
industrializado visando a produgdo de soro em po.

Estes fatos, aliados ao crescente conceito de controle de poluigdo ambiental por
parte de 6rgaos governamentais e de protegdo ao meio ambiente e ao reconhecimento
do valor nutricional e comercial dos constituintes do soro de leite fez com que se
iniciassem pesquisas sobre novos métodos de disposicao desse produto. Entre estes
novos métodos estdo a produgao de bebidas lacteas fermentadas.

2.3. MANDIOCA

Segundo SANTOS (1995), ao longo da histéria da produgao de alimentos
basicos e do abastecimento no Brasil, um dos produtos de maior significado foi a
mandioca. Este produto foi consumido de diversas formas e em praticamente, todos os
tempos e regides do pais.

No Parana a mandioca tornou-se um produto tipico do litoral, ainda que fosse

produzida, em menor escala, em outras regides.
As farinhas de mandioca constituiram a base da alimentagao dos paranaenses, 0

“pdo comum dos ricos e pobres”, e encaminharam a introdugdo de novos habitos
alimentares (SANTOS, 1995).
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READE e GREGORY, citado por STERTZ (1997), afirmam que a mandioca
(Manihot esculenta, Crantz) é também conhecida como aipim, castelona e macaxeira no
Brasil, como yuca nos paises espanofénicos e tapioca nos paises asiaticos. E cultivada
em todo territdrio brasileiro com exce¢ao do sul do Rio Grande do Sul, regiao muito fria
para a planta. Sua utilizagao é feita em duas opg¢des: uma direta, 0 consumo culinario
ou “de mesa’, o outra industrial, pelo qual se obtém a farinha de fécula de mandioca ou
simplesmente farinha de mandioca.

A composigao fisico-quimica da farinha de mandioca (Manihot esculenta, Crantz)
esta apresentado na TABELA 5.

TABELA 5 — COMPOSIGAO FiSICO-QUIMICA DA MANDIOCA (Manihot esculenta,

Crantz)

Composigao por 100g Farinha de mandioca
Calorias, g 363,0
Umidade, g 9,1
Proteinas, g 1.1
Lipidios, g 0,5
Amido, g 88,2
Fibras, g 2,2
Cinzas, g 1.1
Calcio, g 84,0
Fésforo, g 37,0
Ferro, g 1,0
Sadio, g 11,0
Potassio, mg 926,0
Tiamina, mg 0,02
Vitamina B2, mg 0,03
Niacina, mg 0.6

FONTE: HONHOLZ (1980)
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2.4. FERMENTACAO

TORTORA, FUNKE e CASE (2000) citam que a palavra fermentagdo possui

varias definigbes que variam do uso geral as definicées mais cientificas:

1) Qualquer deterioragado de alimento por microrganismo (uso geral)

2) Qualquer processo que produza bebidas alcéolicas ou laticinios acidos (uso
geral)

3) Qualquer processo microbiolégico em grande escala ocorrendo com ou sem
oxigénio (definicdo comum usada em industria)

4) Qualquer processo metabdlico que libere energia e que ocorra somente sob

condigbes anaerébias.

Mas definem como fermentagao qualquer processo metabdélico que libere energia
de um agucar ou outra molécula organica, ndo requerendo oxigénio ou sistema
transportador de elétrons e usando uma molécula organica como receptor final de
elétrons.

Basicamente, distinguem-se duas técnicas de fermentagdo: a fermentagao no
estado soélido (FES), na qual se da o crescimento do microrganismo em substratos
sélidos na auséncia de liquido na forma livre e a fermentagao liquida em cultivo
submerso que é o processo mais comum, utilizado industrialmente onde os
microrganismos crescem na presenca de agua livre (ROITMAN, 1988; STERTZ, 1997).

A fermentagdo submersa pode ainda ser: continua, onde ¢é adicionado
continuamente o meio esterilizado que contém o substrato, enquanto os produtos da
reacdo sdo removidos constantemente e a fermentagdo descontinua ou em batelada
onde o in6culo e o substrato sido adicionados de uma unica vez. Quando a
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concentragao do produto desejado atinge valor maximo, a fermentagao esta terminada
(ROITMAN, 1988).

2.4.1. Fermentagao de carboidratos

Embora outros compostos possam ser utilizados para as fermentagdes, os
agucares sao os substratos mais frequentes deste processo. Na fermentagdao de
agucares, a degradagao do substrato € normalmente realizada pela via glicolitica, com a
producao de piruvato. Esta sequéncia de reagdes inclui uma reagao de oxidorredugao,
a conversao de gliceraldeido 3-fosfato a 1,3 difosfoglicerato, com a produgao de NADH.
Estas coenzimas reduzidas sdo oxidadas por transferéncia de seus elétrons para o
piruvato, ou para compostos dele derivados. Os compostos resultantes (lactato, etanol,
acido férmico etc.) caracterizam cada tipo de fermentagao e podem ser usados para a
identificagao de microrganismos (BARBOSA; TORRES, 1999).

2.4.1.1. Fermentagao lactica

Segundo STAINER, citado por MACEDO (1997), a fermentagao lactica é
caracteristica dos tecidos animais, de alguns protozoarios, fungos e bactérias. A
fermentagao lactica & caracteristica das bactérias lacticas e engloba a degradagao da

lactose e outras hexoses até acido lactico.

Durante a glicdlise, que é a primeira fase da fermentagao lactica, uma molécula
de glicose é oxidada a duas moléculas de acido pirtvico. Esta oxidagao gera a energia
que é utilizada para formar duas moléculas de ATP. No préximo passo, o piruvato €
reduzido para formar o acido lactico (TORTORA, FUNKE e CASE, 2000).
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De acordo com a espécie da bactéria e as condigdes de cultivo, o catabolismo da
glicose pode seguir uma via homofermentativa (fermentagdo homolactica) ou
heterofermentativa (fermentagao heterolactica) ou ainda a via fermentativa das
bifidobactérias.

2.4.1.1.1 Fermentagédo homolactica

E realizada por espécies de estreptococos, enterococos, pediococos e alguns
lactobacilos. Estes microrganismos sao capazes de converter quase que toda a glicose
em acido lactico (90-95%).

Nesta fermentagdo ocorre um transporte e uma fosforilagdo simulténeos da
glicose pelo intermediario do sistema PTS-PEP (precursor fosforilado do piruvato —
fosfotransferase) especifico da glicose. A glicose 6-fosfato gerada é posteriormente
fermentada pela via de EMBDEN-MEYERHOF-PARNAS (EMP) a 2 moléculas de
lactato. Paralelamente, sao geradas 2 moléculas de ATP e NADH, que é oxidado a
NAD para garantir a continuidade do processo fermentativo (DESMAZEAUD;
ROISSART, 1994), segundo a reagio:

C6H1205 ______________ »> 2 CaHeOa
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2.4.1.1.2. Fermentagao heterolactica

Os principais géneros de bactérias heterolacticas sao os Leuconostoc e alguns
Lactobacilos. Estes microrganismos carecem de aldolase e utilizam a via das pentoses-
fosfato para metabolisar a glicose.

Na fermentag¢ao heterolactica ocorre a transformacdo de 1 molécula de glicose
pela via das pentoses-fosfatos (ou via hexose monofosfato) em 1 molécula de lactato, 1
molécula de CO, e 1 molécula de etanol ou acetato (DESMAZEAUD; ROISSART,
1994), segundo a reagéo:

CeHi20g ——— """~ > C3HgO3 + CO, +C,H50OH (ou C,H.O, + HQO)

2.4.1.1.3. Fermentacao das bifidobactérias

As bifidobactérias formam um grupo de bactérias gram-positivas, estritamente
anaeroébias, nao-patogénicas e ndo esporuladas. Possuem normalmente o formato de
bastées irregulares e fazem parte da flora normal do intestino humano. Nestas bactérias
0 metabolismo da glicose produz 1 mol de lactato e 1,5 moles de acetato, mas
nenhuma molécula de CO, é formada durante a fermentagao, diferenciando-as das
bactérias homo e heterofermentativas (THOMPSON; GENTRY-WEEKS, 1994).
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2.5. BACTERIAS LACTICAS

Segundo SALOFF-COSTE (1994) as bactérias lacticas possuem como
caracteristica principal a produgdo de 4acido lactico como principal produto final do
metabolismo.

As bactérias lacticas encontram-se amplamente distribuidas na natureza e sao
conhecidas por sua capacidade de atuar em diferentes grupos de alimentos,
especialmente no leite, carne e produtos vegetais. Sdo empregadas para a
conservagao de muitos alimentos, reduzindo o pH e fermentando uma grande
quantidade de carboidratos (HIGASKINO, 1998; MACEDO, 1997).

Estao relacionadas com a produgao de alimentos de alta e média acidez, da qual
podem participar como coadjuvantes da fabricagcdo, como leites fermentados, iogurtes,
queijos, salames, presuntos, chucrute, pepino e outros vegetais fermentados. Este
grupo de bactérias contribui para a formagcao de aromas nos produtos fermentados.
Produzem compostos volateis como diacetil e seus derivados, H,S e aminas nos
queijos (MACEDO, 1997).

2.5.1. Caracteristicas gerais das bactérias do acido lactico

As bactérias lacticas sado células procariéticas, heterotréficas, gram-positivas,
geralmente imdveis, anaerobias porém aerotolerantes e catalase-negativas. Necessitam
de meios de cultivo complexos pois sdo nutricionalmente exigentes, sendo capazes de
assimilar diretamente os principais precursores presentes no meio ambiente. Elas
necessitam de moléculas intermediarias provindas da biossintese vegetal como:
agucares simples, aminodacidos, nucleotideos e acidos graxos. Algumas podem ainda

utilizar moléculas mais complexas como polissacarideos, polipeptideos e lipideos
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fracionando-os em moléculas intermediarias assimilaveis (DESMAZEAUD; ROISSART,
1994).

Todas as bactérias lacticas possuem um metabolismo fermentativo sacarolitico
capaz de utilizar os glicidios para producao exclusiva de acido lactico (bactérias lacticas
homofermentativas) ou de acido lactico, acido acético, etanol e CO, (bactérias lacticas
heterofermentativas). Algumas espécies podem ainda produzir acido férmico e acido
succinico. Nenhuma cepa do grupo das bactérias lacticas é capaz de produzir acidos
volateis com mais de 2 atomos de carbono (DELLAGLIO et al. 1994).

O grupo das bactérias lacticas é formado por células na forma de cocos:
Enterococcus, Streptococcus, Lactococcus, Vagococcus, Pediococcus, Aerococcus,
Tetragenococcus, Leuconostoc e Atfopobium e bactérias na forma de bacilos:
Lactobacillus e Carnobacterium. Sdo considerados como bactérias lacticas os géneros:
Bifidobacterium, Micrococcus, Brevibacterium e Propionibacterium (DELLAGLIO et al.
1994).

2.5.1.1. Bactérias lacticas amiloliticas

Nas transformagdes alimentares da mandioca e do milho, onde o amido é o
substrato glicosidico mais abundante, a fermentagdo lactica participa de forma
essencial porém ainda pouco conhecida. Sabe-se que as bactérias lacticas raramente
possuem a capacidade de converter o amido em acido lactico. As unicas cepas até
entdo identificadas sao Streptococcus bovis, Streptococcus equinus, Lactobacillus
amyloliticus, Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus
cellobiosus além de algumas cepas isoladas do trato digestério de animais (GIRAUD et
al. , 1993).
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Em 1991, uma cepa selvagem de Lactobacillus plantarum (denominada A6) com
capacidade de hidrolisar 0 amido foi isolada da mandioca (Manihot esculenta var.
Ngansa) por GIRAUD, E.; BRAUMAN, A.; KELEKE, S.; LELONG, B. e RAIMBAULT, M.
no Laboratério de Biotecnologia do IRD (Institute de Recherche et Développment), em
Montpellier — Franga. Esta cepa possui caracteristicas particularmente interessantes por
ser a primeira cepa de Lactobacillus plantarum com atividade amilolitica ja descrita.

O Lactobacillus plantarum A6 é capaz de sintetizar grandes quantidades de a-
amilase extracelular e sua cinética de crescimento frente ao amido ou a glicose & muito
proxima. E capaz de degradar ndo somente o amido gelatinizado como também o
amido cru. Apés 48h de fermentagao sob pH controlado observa-se que o amido cru é
totalmente transformado em acido lactico assim como um aumento significativo no

numero de células e uma alta produgao de a-amilase (GIRAUD, E., 1994).

GIRAUD, E. et al. (1994) sugerem também novas aplicagdées na industria de
alimentos a partir dos resultados obtidos com a nova cepa. Entre eles, a utilizagdo da
cepa amilolitica como cultura starter em algumas fermentagées alimentares tradicionais

e a producao industrial de acido lactico a partir do amido cru.
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26. A COMPOSIGCAO DA MICROFLORA INTESTINAL

O termo microflora refere-se ao conjunto de bactérias que reside normalmente
no intestino do homem. Essa microflora comega a se formar ainda no canal do parto,
adquire suas caracteristicas principais préximo aos dois anos de idade e, a partir de
entdao, acompanha o homem pelo resto de sua vida. A composicdo exata desta
microflora ainda é bastante desconhecida, calcula-se que pelo menos 40% das suas
espécies ainda nao foram isoladas (TRABULSI; SAMPAIO, 2000).

As bactérias da flora intestinal sdo encontradas nas duas porg¢des do intestino, o
delgado e grosso, sendo este segundo o mais densamente colonizado (FIGURA 3). A
concentragdo de bactérias no intestino delgado proximal é da ordem 10° UFC/mL,
sendo as espécies mais representativas, os estafilococos, estreptococos e lactobacilos.
Raramente sdo encontradas bactérias anaerébias. No ileo distal, o numero de bactérias
ja € bem maior (108 UFC/mL) e a flora torna-se bastante diversificada, passando a
abranger coliformes e varias espécies de bactérias anaerdbias como bacteroides,
fusobactérias e clostrideos. Depois da valvula ileocecal, a concentragdo bacteriana,
atinge 10'-10"? UFC/mL. No intestino grosso predominam os bacteroides,
bifidobactérias, fusobactérias, lactobacilos, estreptococos e clostrideos. Calcula-se que
a flora intestinal possua proximo de 200 espécies bacterianas diferentes, mas somente
20 sao representados de maneira significativa (HOLZAPFEL et al., 1998; TRABULSI;
SAMPAIO, 2000).
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! Z"\, Estémago e Duodeno
\ (10°-10% UEC/m)
; Lactebaciles, Estreptococos.

Jejuno e ileo
(10108 UFC/ml)
Lactobacilos, Bacterdides,
Enterobacteridceas,
Bifidobactérias, Estreptocacos,
Fusobactérias.

Colan
(1012-10"% UFC/ml)
Bacterdides, Clostrideos,
Bifidobactérias, Pseudomonas,
Estreptacecos, Lactobacilos,
Fusobactérias,
Enterobacteridceas,
Estafilococos.

FIGURA 3 - DISTRIBUICAO E COMPOSICAO DA FLORA DO TRATO
GASTROINTESTINAL.

Segundo TRABULSI & SAMPAIO (2000), a microflora intestinal pode ser divida
basicamente em 3 grupos: um, regularmente benéfico, outro que pode ser benéfico ou
nao e um terceiro que é nocivo a saude humana (FIGURA 4). Pertenceriam ao primeiro
grupo os lactobacilos, estreptococos lacticos e, particularmente, as bifidobactérias. Sao
varias as evidéncias que demonstram ou sugerem que essas bactérias colaboram para
o bem-estar do homem através de varios mecanismos, tais como aumento da
resisténcia a colonizacdo, implementacdo de defesas imunolégicas, produgdo de
vitaminas, inativagdo de substancias cancerigenas e transformacao de colesterol ao
nivel da mucosa intestinal. A proporgao direta contra as infec¢cdes exdgenas pode ser
determinada pela acidificacdo do conteudo intestinal em consequéncia da producao
abundante de &acido lactico ou através da produgao de substéancias antibidticas ativas
contra certos patdégenos gram-negativos. Pertenceriam ao grupo das bactérias que, ao
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mesmo tempo, apresentam atividades benéficas e nocivas, as enterobactérias e os

enterococos que, embora causem infecgbes extra-intestinais, freqientemente

favorecem o aumento de nossas defesas imunolégicas. O terceiro grupo de bactérias

que seriam apenas nocivas poderia ser representado pelos clostrideos e pelas

bactérias sulforredutoras que produzem toxinas ou H,S toxico, respectivamente.
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Diarréia/
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FIGURA 4 - FISIOLOGIA DA MICROFLORA COLONICA.
FONTE: GIBSON & COLLINS (1998)

Os efeitos metabdlicos, nutricionais e fisiolégicos da microflora intestinal

organismo humano estao demonstrados no QUADRO 3.

no
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QUADRO 3 - EFEITOS METABOLICOS DA FLORA INTESTINAL NO ORGANISMO

HUMANO

1. Efeitos metabdlicos e nutricionais

Sintese de vitaminas (B;; e K)

Agao sobre os produtos de secregao endogena

desconjugacao de acidos biliares

degradacgao do colesterol

hidrélise e transformagao dos pigmentos biliares
amdniogénese

desconjuga¢ao de hormdnios sexuais

Agdo sobre nutrientes e medicamentos

degradagao de carboidratos nao-absorvidos
hidrélise de lipideos alimentares ndo absorvidos (pelas lipases bacterianas)
degradacgao de certas proteinas e aminoacidos

acgao no metabolismo de alguns medicamentos

2. Efeitos fisiolégicos (observados em animais axénicos e criados de maneira convencional)

Modificagdo da anatomia do tubo digestivo

Modificages histologicas

Modificagao do transito intestinal

Suporte energético

FONTE: BOURLIOUX (1994)
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2.7. PROBIOTICOS

Em 1965, LILLY e STILLWELL utilizaram o termo probiético pela primeira vez
para designar um grupo de substancias produzidas por protozoarios que seriam
capazes de ‘“estimular” o crescimento de outros protozoarios. Em 1974, PARKER o
propbs para designar um suplemento alimentar & base de bactérias lacticas que,
modificando a flora intestinal existente, provocaria um efeito favoravel sobre o animal
hospedeiro. Mas em 1989, FULLER postulou a definigao que é aceita até os dias de
hoje: “Probidtico € um suplemento alimentar microbiano vivo que afeta de forma
benéfica o animal hospedeiro através da melhoria do balango microbiano intestinal”
(TOURNUT, 1994; FULLER, 1989).

FERREIRA & TESHIMA (2000) descrevem que mais de 400 espécies vivem
harmoniosamente no trato gastrointestinal num delicado balango até o momento em
que este seja desequilibrado pela dieta, consumo de drogas, situagdo de estresse,
tratamentos quimioterapicos entre outras situagbes, provocando diferentes tipos de
problemas gastrointestinais causados pelo desenvolvimento excessivo daqueles
microrganismos patogénicos que também habitam o trato intestinal. A reintrodugao de
grupos microbianos promotores da saude no hospedeiro é feita por administragdo de
espécies selecionadas, que deverao estar em nimeros elevados e viaveis no momento

do consumo.

Segundo TRABULSI & SAMPAIO (2000), uma bactéria probiética deve ser capaz
de modificar a composigao ou atividade da flora intestinal, para exercer os seus efeitos

benéficos a saide do hospedeiro. Um probidtico deve ser capaz de:
1) aderir @ mucosa intestinal

2) excluir ou reduzir a aderéncia de enteropatogenos

3) persistir e multiplicar
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4) produzir acidos, peréxidos de hidrogénios e bacteriocinas antagbnicas ao
crescimento de patégenos

5) co-agragar

HOLZAPFEL et al. (1998) cita que alguns dos efeitos funcionais mais importantes
das bactérias probiéticas sao:

- modificagado da microflora intestinal

- aderéncia a mucosa intestinal com capacidade de prevenir a colonizagao do
patégeno

- modificar as proteinas dietéticas presentes na microflora intestinal

- maodificar a capacidade enzimatica bacteriana relacionada a indugao tumoral

- modificar a permeabilidade da mucosa intestinal.

Em 1999, REID publica as bases cientificas para cepas probidticas de
Lactobacillus onde classifica os probidticos como “agentes bioterapéuticos” que estao
sendo utilizados para modular a imunidade, baixar o colesterol, tratar a artrose
reumatica, prevenir o cancer, melhorar problemas de intolerancia a lactose, prevengéao
da doenc¢a de Crohn, diarréias, candidiase e infec¢des do trato urinario.

REID (1999) chama atengdo para o fato de que muitas cepas estdao sendo
consideradas como probiéticas, porém poucas ainda foram realmente testadas e suas
caracteristicas comprovadas “in vitro” e em seres humanos. A TABELA 6 demonstra
algumas destas cepas de Lactobacilos com caracteristicas benéficas comprovadas.
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TABELA 6 — LACTOBACILOS PROBIOTICOS COM CARACTERISTICAS BENEFICAS
COMPROVADAS “IN VITRO” E EM SERES HUMANOS.

Cepa Sitio de agao
L. rhamnosus GG Intestino
L. acidophilus NCFM Intestino
L. casei Shirota Intestino
L. reuteri MM53 Intestino
L. casei CRL431 Intestino
L. rhamnosus GR-1 Trato urogenital
L. fermentum RC-14 Trato urogenital

FONTE: REID, 1999

HIGASKINO (1998) ressalta a importancia de estudos toxicologicos de curta ou
longa duragao para que as novas cepas probidticas isoladas sejam reconhecidas como
seguras (Microrganismos GRAS “Generally Recognized As Safe”).

E importante citar que apés a administragdo, os microrganismos nao devem ser
inativados pelos mecanismos de defesa do hospedeiro. Dependendo da forma de
administragdo, os microrganismos devem ser resistentes as condigbes especificas
naquele determinado local do organismo. Isto justifica, por exemplo que microrganismos
probiéticos para uso oral devem ser resistentes a enzimas da cavidade oral (por
exemplo, amilases e lisozimas), a enzimas da cavidade gastrica (pepsina, lipase), a
acidez do estdbmago. Devem ter também tolerancia aos sais biliares, a concentragao de
bile, ao suco pancreatico, as secre¢ées mucosas no intestino delgado e ao suco
intestinal total sendo ainda capazes de aderir e colonizar o trato gastrointestinal do
hospedeiro (ANTOINE et al. 1994).
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2.7.1. Lactobacillus casei

As cepas de Lactobacillus casei estdo naturalmente presentes no meio ambiente,
em vegetais fermentados, carnes e no intestino e saliva de seres humanos. Assim como
todas as espécies do género Lactobacillus, os L. casei sao Gram + e possuem a forma
de bastonetes que variam entre 0,7 a 1,1 um de largura e 2,0 a 4,0 um de comprimento.
Sao imoveis, ndo flagelados e com tendéncia a formar colbnias lisas, brancas ou
amareladas. Classificados por ORLA-JENSEN (1919), pertencem ao subgrupo Il do
género Lactobacillus, fermentam as hexoses produzindo exclusivamente acido lactico,
mas sao capazes de fermentar também as pentoses com produgao final de acido lactico
e acido acético, por isso sdo denominadas de heterofermentativas facultativas
(DELLAGLIO et al. 1994; SALOFF-COSTE, 1995).

Segundo SALOFF (1995), estudos in vitro e in vivo confirmam a hipétese de que
a cepa de L. casei é tolerante ao pH dos acidos estomacais e a bile, particularmente se
ingerido com alimentos lacteos que contenham uma faixa de pH entre 3,0 e 7,0. E uma
das bactérias mais utilizadas em leites fermentados por atribuir caracteristicas
probibticas e incrementar as propriedades organolépticas.

HAMADA et al. (1971) citado por SALOFF-COSTE (1995) observa pela primeira
vez no Japao que a administragdo de leites fermentados contendo L. casei Shirota
(Yakult) promovia uma determinada prote¢do contra a desinteria em adultos e criangas

quando comparado com amostras controle.

HOLZAPFEL et al. (1998) enumera os efeitos clinicos ja revisados e publicados

da cepa de Lactobaciilus casei Shirota:

- Prevengao de disturbios intestinais
- Tratamento de diarréias provocadas por rotavirus
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- Promocgao do equilibrio bacteriano intestinal

- Diminuigao da atividade enzimatica fecal

- Efeitos positivos no tratamento do cancer em estagio inicial de vesicula
- Aumento imune contra o cancer de célon em fase inicial

SALOFF-COSTE (1995) relata outros efeitos clinicos demonstrados “in vivo™ por
alguns autores utlizando leites fermentados com Lactobacillus casei e testes controle
(placebos):

- Diminuigdo da concentracdo de enzimas associadas ao aumento do risco
de cancer de célon (B-glucuronidase e nitroredutase) (LING et al. 1994).

- Aumento da populagao de bifidobactérias (HAYATSU et al. 1993).

- Diminuigao dos componentes mutagénicos encontrados na urina apés a
ingestao de carnes vermelhas (HAYATSU et al. 1993).

- Aumento de ativadores nao especificos do sistema imune como o interferon
(SOLIS PEREYRA & LEMONNIER 1993)

- Aumento do numero de imunoglobulinas de criangas com diarréia (KAILA et
al. 1992).
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2.7.2. Lactobacillus acidophilus

O Lactobacillus acidophilus € uma bactéria anaerobia facultativa que habita
normalmente no trato gastro-intestinal do homem e animais, além da saliva e vagina
humanos. Apresenta-se sob a forma de bastonetes com arredondamento final,
geralmente possui de 0,6 a 0,9 um de largura por 1,5 a 6,0 um de comprimento,
dispostos isoladamente, aos pares ou em curtas cadeias. Sdo iméveis, nao flagelados e
com tendéncia a formar coldnias rugosas e sem pigmentagao (REQUE, 1999; SALOFF-
COSTE, 1997).

Pertencem ao subgrupo | do género Lactobacillus e se caracterizam por ser
homofermentativos estritos que fermentam as hexoses pela via de EMBDEN-
MEYERHOF produzindo exclusivamente acido lactico. Nao fermentam as pentoses nem
o gluconato (DELLAGLIO et al. 1994).

HOLZAPFEL (1998) enumera os efeitos de estudos clinicos realizados em duas
cepas de L. acidophilus (LA1 e NCFB 1748):

- Lactobacillus acidophilus LA1: aumento imune, aderéncia as células
intestinais humanas, regulagéo da microflora intestinal.

- Lactobacillus acidophilus NCFB 1748: diminuigdo da atividade de enzimas
fecais carcinogénicas, diminuigdo da mutagenicidade fecal, prevencao da
diarréia e tratamento da constipacao.

No QUADRO 4 estao demonstrados os efeitos “in vivo” e “in vitro” relatados por
diversos autores citados por SALOFF-COSTE (1997) com Lactobacillus acidophilus.
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QUADRO 4 - EFEITOS “IN VIVO" E “IN VITRO" RELATADOS POR AUTORES
CITADOS POR SALOFF-COSTE (1997) UTILIZANDO Lactobacillus
acidophilus E TESTES CONTROLE (PLACEBOS).

Efeitos observados

Autor

In vivo

Aumento da populacéo de lactobacilos do ileo na ordem de
3 log.

MARTEAU et al. 1992

Diminuigdo dos niveis de colesterol sérico

KHEDHAR et al. 1993

Prevengado de infecgbes provocadas por Escherichia coli,
Listeria monocytogenes e Shigella sonnei.

NADER de MACIAS et al. 1993
NADER de MACIAS et al. 1992

Diminui¢ao do fator 3 da frequéncia de infecgGes vaginais
provocadas por candida.

HILTON et al. 1992

Ligeiro aumento dos valores séricos de IgA

MARTEAU et al. 1996

Aumento da atividade fagocitéria de leucécitos sanguineos

SCHIFFRIN et al. 1995

Diminuicdo de enzimas procarcinogénicas nas fezes (f-
glucuronidase e nitroredutase)

MARTEAU et al. 1990

In vitro

Atividade antagbnica contra Helicobacter pylori, Yersfnia| MIDOLO, 1995, BERNET et al. 1994,
pseudotuberculosis, Salmonella typhimurium e Shigella| COCCONNIER et al. 1993; APELLA, 1992
sonnei.

Diminuigdo da atividade mutagénica por aminas |LEE etal. 1995, ORRHAGE, 1994
heterociclicas (com atividade procarcinogénicas)

Produgao de citokinas como interferon (IFN)-g, fator de | KITAZAWA, 1994; SOLIS-PEREYRA, 1993

necrose tumoral (TNFa) e interleukina (IL)-1b

Aumento da quantidade de células produtoras de IgA e IgG

KITAZAWA, 1994; SOLIS-PEREYRA, 1993

in vivo e in vitro

Produgao de compostos antimicrobianos especificos como:
peroxido de hidrogénio, acidos organicos e analogos de
antibiéticos (lactocidina e acifilina)

KLAENHAMMER, 1998; MALIK et al. 1994,
MITAL & GARG, 1995

Producgéo de bacteriocinas, lactacina-B e lactacina-F

BERNET et al. 1994

FONTE: SALOFF-COSTE, 1997
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2.8. USO DE CULTURAS MISTAS EM ALIMENTOS FERMENTADOS

SALOFF-COSTE (1997) sugere que cepas de Lactobacillus acidophilus e
Lactobacillus casei sejam utilizadas em conjunto pois o L. acidophilus tem sobrevida
reduzida em condigées de pH muito baixos. Associagées destas duas cepas em leites
fermentados possuem efeitos inibitérios de cepas patogénicas mais importantes que

isolados.

SAMONA & ROBINSON (1994) e KLAVIER et al. (1993) citados por MACEDO
(1997), afirmam que a utilizagdo de culturas de microrganismos com duas ou mais
espécies distintas de microrganismos, conferem ao produto caracteristicas
organolépticas e promotoras do bem estar, que nao estariam presentes com o uso de
culturas simples. O crescimento de alguns microrganismos em determinados substratos
s0 é possivel na presenga de outros, que fornecam, pelo seu metabolismo e agao de
suas enzimas, nutrientes necessarios aos primeiros. Desta forma, o uso concomitante
de lactobacilos, em especial L. acidophilus e L. casei e bactérias bifidas em bebidas
lacteas oferece vantagens ao consumidor por proporcionar um produto de aroma mais
suave e de menor acidez que o iogurte, com suas propriedades profilaticas e

terapéuticas, caracteristicas destes microrganismos.
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29. ALIMENTOS FERMENTADOS

A fermentagdo microbiana de vegetais, frutas e leite tem sido empregada para
preservar alimentos e fornecer sabor e/ou caracteristicas fisicas desejaveis. A produgao
de alimentos fermentados ainda permanece como o método de preservacdo mais
comum em todo o mundo, criando alguns dos alimentos mais apreciados na dieta
humana. Em alguns casos, a fermentagao é realizada pelo aproveitamento da flora
microbiana normal, presente no alimento. Em outros, particularmente na produgao de
queijos e leites fermentados, culturas especificas de microrganismos (culturas
iniciadoras) sao adicionadas propositadamente nos alimentos no inicio da fermentagao
(PELCZAR, 1996).

2.9.1. Leites fermentados

Os leites fermentados representaram durante séculos, para numerosos povos
especialmente aqueles do Oriente Médio, um alimento privilegiado por ser rico em
proteinas e muito digesto. Existem relatos sobre leites fermentados na Biblia (Génesis
XVIII, 8). A transformagao da lactose promove uma brusca queda do pH e fornece uma
determinada “protegcao” contra o desenvolvimento de um grande numero de
microrganismos patégenos. Em 1908, METCHNIKOFF, postula suas teorias sobre a
influéncia positiva dos leites fermentados ricos em lactobacilos vivos, tendo estudado a

longevidade de povos bulgaros, consumidores destes produtos na época.

BATISH et al. 1999, citam a definicdo do IDF (International Dairy Federation) de
1969, ainda aceita nos dias atuais: leites fermentados sdo produtos preparados a partir
do leite ou porgdes deste, integral ou desnatado, concentrado ou nao, homogeneizado
ou nao, pasteurizado ou esterilizado e fermentado por cepas especificas de

microrganismos.
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LOONES, 1994 cita que os leites fermentados podem se apresentar de duas
formas:
- liquidos a serem consumidos como bebidas,

- coagulados a serem consumidos com colher.

No Brasil, o consumo e a produgdo de leites fermentados vem crescendo
significativamente (380 mil toneladas em 1995, ou aproximadamente 4 kg/hab./ano),
porém ainda estamos distantes de alguns paises desenvolvidos, como a Finlandia (36
kg/hab./ano), Suécia (26 kg/hab./ano) e Franga (16 kg/hab./ano) (SEIBEL & CANSIAN,
2000).

2.9.1.1. Bebidas lacteas fermentadas

Nos ultimos anos, tem-se incrementados de maneira notavel o consumo de
bebidas lacteas fermentadas que se caracterizam por apresentar baixa viscosidade e
serem consumidas como bebidas suaves e refrescantes. Sao varias as razdes para o
consumo destas bebidas: o valor nutricional € uma delas, pois € um alimento rico em
calcio, proteinas e vitaminas, bom para o desenvolvimento de criangas, contém
fermentos vivos, € um alimento com sabor e textura agradavel e é uma alimentacao
pratica e conveniente, pronta para o consumo (ALMEIDA, 2000).

Segundo a ABIQ (1999), a produgao de bebidas lacteas experimentou um salto
de 103% em 1995 em relagao ao ano anterior. Desde 1994, as bebidas lacteas tém tido
lugar destacado no mercado brasileiro e em 1998 representaram 12,8% da participagao
financeira no mercado de produtos lacteos frescos no Brasil (ALMEIDA, 2000;
LEITEBRASIL, 2000).
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BATISH (1999) cita que as bebidas lacteas fermentadas podem ser produzidas
também com soro de leite e seriam entao classificadas em:

a) Bebidas naturais (doces): preparagdo que nao envolve fermentagao, apenas
adiciona-se sucos de frutas ou chocolate e estabilizantes como carragenatos.

b) Bebidas acidas: produzidas com a adigdo de acido citrico ou por fermentagao
bacteriana. Sao classificadas como bebidas leves e refrescantes que podem ser
adicionadas de aromas, corantes e/ou sucos de frutas. Possuem um aspecto clinico
interessante se forem adicionadas de bactérias lacticas de agao probidtica.

c) Bebidas lacteas ndo alcodlicas: de caracteristicas muito proximas ao item b, porém
sdo de acidez mais baixa. Como exemplo “Rivella”, desenvolvida na Suiga e

“Nature’s Wonder” desenvolvidas na Suécia.
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2.9.2. Farinhas fermentadas

Processos fermentativos normalmente agregam valor nutricional a alimentos com
baixas proteinas e alta quantidade de carboidratos. A fermentagdo pode também
melhorar caracteristicas organolépticas ao alimento (BALAGOPALAN et al, 1988).

A bioconversdao de farinhas por bactérias lacticas consiste em obter essas
farinhas lacticas amiloliticas de boa qualidade permitindo a valorizagdo destes produtos
na alimentagdo humana e de elaborar novos alimentos de interesse alimentar e

nutricional.

A mandioca se constitui como uma fonte potencial de energia, mas que até o
momento tem sido utilizada somente em fermentacdes tradicionais. E o substrato de
varios alimentos fementados da Asia, Africa e América Latina. Sdo exemplos de
alimentos fermentados utilizando como substrato a farinha de mandioca: o “kokonte”
(Ghana), “tape ketell” (Indonésia) e “gari” e “fufu” (Nigéria) (STERTZ, 1997).
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2.10. ANALISE SENSORIAL

A analise sensorial € a disciplina cientifica usada para evocar, medir, analisar e
interpretar rea¢des das caracteristicas dos alimentos e materiais como sdo percebidos
pelos 6rgaos da visao, olfato, gosto, tato e audigdo (ABNT, 1993). Os resultados obtidos
através da andlise sensorial aplicada a produtos alimenticios, podem fornecer
informag6es muito valiosas com relagdo a qualidade dos mesmos, necessidades de
melhoramento, orientagdes quanto ao desenvolvimento de novos produtos, além de
fornecer subsidios a area de marketing ou de planejamento de mercado, sobre as

necessidades e preferéncias do publico consumidor (DEGASPARI, 1995).

Estes dados sdo obtidos a partir de diversos tipos de testes, aplicados a
diferentes grupos de individuos. Estes, podem ou ndo ser peritos em analise sensorial
de alimentos, dependendo do tipo de teste a ser aplicado e dos resultados que se
deseja alcangar. No entanto, antes de se iniciar qualquer teste de analise sensorial,
deve-se estabelecer quais devem ser os critérios que se deseja usar e qual é o objetivo
central do trabalho, pois € em fungado disto que se determina a metodologia a ser
adotada, além do tipo de grupo e o numero de individuos que farao parte destes testes
(DEGASPARI, 1995).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1. Microrganismos

Foram utilizadas 3 cepas diferentes de bactérias, sendo as trés do género
Lactobacillus, obtidas das colegdes de cuitura:

- Lactobacillus acidophilus (CCT 0329)

Procedente da Fundagao Tropical de Pesquisas e Tecnologia André Tosello,
Campinas-SP.
- Lactobacillus casei Shirota (IAL 0527)

Procedente do Instituto Adoifo Lutz (IAL), Sao Paulo-SP.
- Lactobacillus plantarum A6

Procedente do Instituto IRD (Institut de Dévelopment 2 Recherche), Montpellier,
Franca.

As cepas de Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus casei Shirota, apresentavam-
se liofilizadas e sua ativagdo procedeu-se de acordo com as recomendagdes do
fornecedor, pela dissolugdo das culturas em agua destilada estéril, posteriormente
semeadas e incubadas a 35°C por 48 horas em caldo MRS (de Man, Rogosa e Sharp -
MERCK) autoclavado a 121°C por 15 min (DE MAN; ROGOSA; SHARPE, 1960). A
cepa de Lactobacillus plantarum A6 apresentava-se repicada em agar MRS e foi
ativada segundo recomendagdes do fornecedor, em caldo MRS modificado estéril
incubado a 35°C por 48 horas, composto de peptona bacteriolégica 1%, extrato de
carne 1%, extrato de levedura 0,5%, diaménio citrato de hidrogénio 0,217%, acetato de
sodio 0,5%, fosfato dibasico de potassio 0,262%, sulfato de magnésio heptahidratado
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0,0207%, sulfato de manganés monohidratado 0,0056%, amido solivel 1%; o pH foi
ajustado para 6,75 antes da esterilizacao.

3.1.2. Matérias-primas

As matérias-primas utilizadas na composi¢do do substrato de fermentagao foram
soro de leite de vaca e farinha de mandioca branca.

Utilizou-se soro de leite em pé, procedente da Danone (Sao Paulo-SP), da marca
Sancor. A farinha de mandioca branca fina, da marca Yara e s sucos de tomate, goiaba
e péssego, procedentes da marca Superbom foram obtidos no comércio da cidade de
Curitiba.

3.1.3. Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados na produgdo e analise da bebida
fermentada estao relacionados a seguir:
- balanga analitica (SCIENTECH, 120 x 0,0001);
- balang¢a semi-analitica (MARTE, 252545);
- camara de fluxo laminar (TROX, MDL FLV);,
- autoclave vertical de laboratério (PHOENIX, MDL AV 75);
- estufa bacteriologica (TECNAL, TE — 392/2), com termostato automatico;
- banho-maria (FANEM, 120/1);
- espectofotometro (MILTON ROY, MDL 20D);
- cromatografo liquido (SHIMADZU, MDL CTO-10 A);
- agitador de tubos (MARCONI, MA 162);
- potenciébmetro (LABSCORE, PL 800)
- microscopio 6tico binocular (LEITZ WETZLAR 590505);
- contador de coldnias (BIOMATIC, 110);
- medidor da atividade de agua (AQUALAB, CX2T).
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3.2. METODOS

Os meétodos fisico-quimicos e os demais métodos de analise utilizados para
definir a composicao centesimal das matérias-primas e da farinha biotransformada
assim como acompanhar a evolugdo da fermentagao estao descritas a seguir:

3.2.1. Métodos analiticos

3.2.1.1. Determinagao do pH

Os valores de pH foram determinados por processo eletrométrico em
potencidmetro, devidamente calibrado com solugdes tampao de pH 7,0 e pH 4,0.

3.2.1.2. Determinacgao da acidez titulavel

A determinagao da acidez titulavel foi realizada segundo as Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (SAO PAULO, 1985). O teor de acido lactico presente em 100 g de
amostra foi determinado pela titulagdao de aliquota de 10 mL de amostra com solugao
de NaOH 0,1N na presenca de fenolftaleina como indicador.

3.2.1.3. Determinagao de cinzas

O teor de cinzas foi determinado por calcinagdo em mufla a 500°C de acordo
com as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (SAO PAULO, 1985).
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3.2.1.4. Determinagao de proteinas

O contetdo de proteinas totais foi determinado pelo método de Kjeldahl,
considerando valores de nitrogénio (fator de conversao) de 6,38 para o soio de leite e
para a farinha de mandioca (SAO PAULO, 1985).

3.2.1.5. Determinagao da umidade

A umidade foi determinada por gravimetria em estufa a 105°C, segundo
metodologia descrita nas Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (SAO PAULO,
1985).
3.2.1.6. Determinacgao dz lipidios

O teor de lipidios do soro de leite de vaca foi determinado pelo método de Gerber
em lactobutirdmetro. Para a determinagao dos lipidios da farinha de mandioca utilizou-
se 0 método de Soxhlet e extragdo com éter de petréleo, ambos os métodos descritos
nas Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (SAO PAULO, 1985).
3.2.1.7. Determinagao de fibras

O teor de fibras da farinha de mandioca foi determinado pelo método

gravimétrico, por extragdo com 4cido cloridrico, segundo metodologia descrita nas
Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (SAO PAULO, 1985).
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3.2.1.8. Determinagao de carboidratos (por calculo)

A determinagao de carboidratos se da pela diferenga dos percentuais obtidos das
analises de extrato seco, fibras, lipidios, proteinas e cinzas.

Carboidratos, % = 100 ~ (% umidade + % fibras + % lipidios + % proteinas + % cinzas )

3.2.1.9. Determinagéo de agtcares redutores

Os agucares redutores foram determinados pelo método de Somogyi-Nelson
(NELSON, 1944; SOMOGY!I, 1945), o qual se baseia na reagao colorimétrica dos
agucares da amostra com o reativo cupro-alcalino, que na presenga de reativo arseno
molibdico, forma composto de coloragao azul, cuja absorbancia maxima ocorre em 535
nm. Para a curva padrao foi utilizada solugao de lactose contendo 100 pg do agucar/
mL de solugao.

Para eviiar interferéncia nas leituras em espectrofotmetro causada pela
presenga de proteinas nas amostras, procedeu-se a desproteinizagdo prévia da
amostra, pela adi¢do de 2 mL de solugao saturada de acetato de chumbo, 2 mL de
solugao de sulfato de sédio e 5 mL da amostra em baldo volumétrico de 100 mL, cujo
volume foi completado com agua destilada. A mistura foi homogeneizada e filtrada em
papel de filtro duplo, obtendo-se a amostra desproteinizada.

3.2.1.10. Teor de amido

O conteudo de amido da farinha de mandioca e do fermentado foi realizado pelo
método da hidrélise acida de acordo com as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz
(A.O.A.C., 1990).
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3.2.1.11. Quantificagio do acidos organicos em cromatégrafo liquido

Foi realizado em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia, operando nas condigées

apresentadas na TABELA 7:

TABELA 7 — CONDIGOES DE OPERAGAO NO CROMATOGRAFO LIQUIDO DE ALTA
EFICIENCIA PARA QUANTIFICAGAO DOS ACIDOS ORGANICOS.

Componentes do cromatografo

Condicdes de operagao

Temperatura da coluna
Fase movel - Eluente
Concentragao da fase moével
Vazao

Pressao da bomba

Volume injetado

60 °C

Acido Sulfarico
0,05 M

0,6 mL/min.

45 kg/lcm®

20 ul

Nestas condigbes os tempos de retengdo de cada componente pode ser

expresso como mostrado na TABELA 8.

TABELA 8 — TEMPOS DE RETENGAO DE ALGUNS PADROES, MONITORADOS EM
COLUNA CROMATOGRAFICA, NAS CONDICOES ACIMA.

Padrao Tempo de retengao (min)
Acido citrico 7,92

Glicose 8,99

Acido lactico 12,66

Acido Acético 14,84

Etanol 21,68
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3.2.1.12. Determinagao da atividade de agua

A atividade de agua da farinha de mandioca foi determinada em aparelho
aqualab CX2T.

3.2.2. Manutengao das culturas

Ap6s cultura em caldo, as cepas de Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus
casei Shirota foram repicadas em profundidade para tubos com agar MRS (MERCK),
incubadas a 35°C por 48 horas e mantidas a 4°C por seis meses. A cepa de
Lactobacillus plantarum A6 foi repicada e mantida nas mesmas condigdes em agar
MRS maodificado.

3.2.3. Diluigcao do soro de leite

O soro de leite em pé foi diluido na proporcdo de 1:10 em agua destilada
conforme recomendagdes do fornecedor.

3.2.4. Caracterizagao das matérias-primas

As matérias-primas foram caracterizadas pela analise de sua composi¢ao
centesimal, conhecida como a proporgdo que grupos homogéneos de diversos
constituintes aparecem em 100 g de produto. Foram determinados o extrato seco,
proteinas, aglcares, lipidios e cinzas, seguindo as metodologias descritas no item
3.2.1.

Material e Métodos



48

3.2.5. Tratamento térmico dos componentes do substrato

A farinha de mandioca seca foi submetida a autoclavagem a 121°C/ 15 minutos

em frascos erlenmeyers hermeticamente fechados para evitar a entrada de agua.

Para o soro de leite, 0 componente de maior sensibilidade ao tratamento térmico,
foram testadas diferentes condi¢bes de tempo e temperatura de pasteurizagao.

Amostras de 200 mL de soro de leite em erlenmeyers de 500 mL foram
pasteurizadas em banho-maria em diferentes ccndigées de tempo e temperatura
(TABELA 9). Ap6s a pasteurizag3o, as amostras foram avaliadas visualmente para
verificar a presenga de floculagdo e microbiologicamente para testar a eficiéncia -do
tratamento na ativagdo de bactérias indesejaveis. A .avaliagdo microbiolégica foi
realizada pela contagem total de microrganismos aerobios mesofilos, cuja técnica
baseia-se na semeadura “pour plate” em placas com agar padrao para contagem (PCA
- MERCK) de diluigdes sucessivas da amostra em agua peptonada 0,1%. #.s placas
foram incubadas invertidas a 35°C por 48 horas e os resultados foram expressos em
unidades formadoras de coldnias (UFC) por mL de amostra (BRASIL, 1997; SILVA &
JUNQUEIRA, 1995).

TABELA 9 - CONDICOES DE TEMPO E TEMPERATURA UTILIZADOS NA
PASTEURIZAGAO DO SORO DE LEITE.

Tempo (min) Temperatura (°C)
5 95
10 90
15 85
20 80
30 75
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3.2.6. Otimizagao dos parametros fermentativos

Para avaliar a influéncia das condigdes fisicas, da taxa de indculo inicial e da

quantidade de farinha de mandioca, foram realizados dois planos experimentais.

3.2.6.1. Primeira otimizagao

A primeira otimizagao consistiu em avaliar a taxa de inéculo, concentragdo de
farinha de mandioca e tempo de fermentagdo. Esta otimizagado foi realizada seguindo
um plano experimental completo 2% ( com dois niveis e trés varidveis), com 2
repeticoes do ponto central, resultando em 11 ensaios. As variaveis-resposta-obtidas
foram a variagao de pH, variagao da acidez e concentragao de células.

As variaveis desta primeira otimiza¢ao estdo demonstradas na TABELA 10.

TABELA 10 - VARIAVEIS DA PRIMEIRA OTIMIZAGCAO

Nivel Taxa de indculo (%) Concentragao de farinha de Tempo de fermentagéo (h)
mandioca (%)

-1 1 10 8
0 4,5 25 24
+1 8 40 40

3.2.6.2. Segunda otimizagao
Com os resultados obtidos na primeira otimizagdo optou-se por realizar uma

segunda otimizagdo, onde foram avaliados a temperatura de fermentagao, a
concentragdo da farinha de mandioca e tempo de fermentagdo. Esta otimizagao foi
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também realizada seguindo um plano experimental compieto 2% (com dois niveis e
trés variaveis), com 1 repeticio do ponto central, resuitando em 10 ensaios. As

variaveis-resposta obtidas foram a variagdo de pH, variagdo da acidez e concentragio
de células.

As variaveis desta Segunda otimizagao estdo demonstradas na TABELA 11.

TABELA 11 - VARIAVEIS DA SEGUNDA OTIMIZAGAO

Nivel Temperatura de Concentragao de farinha de Tempo de fermentagao (h)
fermentagao (°C) mandioca (%)
-1 32 15 8
0 35 20 16
+1 38 25 24 -

3.2.7. Estudo cinético da fermentagao

Apos a otimizagao dos parametros fermentativos foi realizado um estudo cinético
da fermentagao em 10 erlenmeyers de 250 mL a razdo de 200 mL.

3.2.7.1. Preparo dos indculos para a fermentacao

O preparo do pré-indculo iniciou-se com a reativagdo das cepas mantidas em
agar sob refrigeragéo a 4°C. A cepa de Lactobacillus plantarum A6 foi semeada em 10
mL de caido MRS modificado e a cepa de Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus
casei Shirota em 10 mL de caldo MRS. Todas as cepas foram incubadas a 35°C por 48
horas.

Apos as 48 horas de incubagdo, os pré-indculos foram passados para
erlenmeyers de 250 mL a razdo de 100mL dos respectivos caldos e novamente
incubados a 35°C por 48 horas, obtendo-se assim os indculos da fermentagao.
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3.2.7.2. Estudo cinético da fermentagdo com a cepa amilolitica (Lactobacillus plantarum
AB)

Apoés a pasteurizagdo em banho-maria a 80°C por 20 minutos, o soro de leite
(64%) foi resfriado a uma temperatura de inoculagdo de 35°C, em banho de gelo.
Procedeu-se entao, a adi¢do da farinha de mandioca (20%), sob agita¢ao vigorosa por
2 minutos para que houvesse homogeneizagdao completa da mistura.

A mistura foi adicionada de 8% de indculo (v/v) da cepa amilolitica em relagdo ao
volume total, sob agitacao lenta para evitar a incorporagao excessiva de ar e incubada
em estufa a 35°C por 8 horas.

3.2.7.3. Estudo cinético completo da fermentagdo utilizando a cepa amilolitica
(Lactobacillus plantarum A6) + cepas probidticas (Lactobaciilus casei Shirota
e Lactobacillus acidophilus)

Neste estudo completo da cinética da fermentagao utilizando a cepa amildlitica e
as cepas probiéticas, a pasteurizagdo do soro, a adi¢do da farinha, adigdo do inoculo
inicial (Lactobaciilus plantarum A6) e condigbes de incubagao foram realizadas como no
item 3.2.7.1.

Apods as 8 horas de fermentagdo procedeu-se a adigdo do indculo das cepas
probioticas de Lactobaciilus acidophilus (4%) e Lactobaciilus casei Shirota (4%), sob
agitagdo lenta. A mistura foi novamente incubada em estufa a 35°C por mais 8 horas.
Paralelamente a fermentagdo foi incubado, nas mesmas condigbes acima, uma prova

em branco com auséncia de inéculo.
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3.2.7.4. Avaliagao do fermentado

Durante a fermentagdo foram realizadas amostragens em intervalos de 2 horas
até 16 horas de fermentacgao, para verificar a evolugdo do pH , acidez titulavel, acidos
organicos, agucares redutores e contagens de células.

A contagem total de células viaveis expressa em unidades formadoras de colnia
(UFC) por mL foi realizada pelo método de semeadura “pour plate® de 1 mL das
amostras fermentadas, previamente diluidas em 9 mL de agua peptonada 0,1% e
misturadas com agar MRS modificado (contagem de Lactobacillus plantarum A6) e agar
MRS (contagem de Lactobaciilus acidophilus + Lactobacillus casei Shirota).

As placas foram incubadas invertidas em estufa a 35°C por 48 horas. As placas
contendo agar MRS modficado foram expostas a vapores de iodo para vzrificagdo de
halos provenientes do consumo de amido do meio pelas colbnias das células
amiloliticas (FIGURA 5).
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FIGURA 5 — COLONIAS DE L. plantarum A6 EXPOSTAS A VAPORES DE I0DO
COM HALOS CARACTERISTICOS DE CONSUMO DE AMIDO.
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3.2.8. Formulagao da bebida

A formulagdo base da bebida lactea fermentada foi acrescentada de diferentes
sucos de frutas tropicais existentes no mercado consumidor, com o intuito de definir as
melhores caracteristicas sensoriais, bem como a preferéncia dos consumidores. A
confirmacédo desta preferéncia foi realizada com a utilizagdo de equipe de julgadores
treinados com produtos similares.

3.2.8.3. Equipe de julgadores

Foram fixados convite (ANEXO 1), em locais de grande circulagdao ro Centro
Politécnico da Universidade Federai do Parana, convidando a comunidade universitaria
a participar de uma equipe de degusta¢ao de bebida lactea fermentada.

Ao todo foram 50 candidatos que se interessaram e preencheram um
questionario, conforme ANEXO 2, onde responderam sobre suas condi¢des de saude,
disponibilidade de tempo e perfil de apreciagdo de bebidas lacteas.

3.2.8.4. Condigdes do teste

Os testes de selegao e treinamento dos candidatos e de definigao de aromas da
bebida lactea foram conduzidos no laboratério de Analise Sensorial da Universidade
Federal do Parana em dias uteis no horario entre 15 e 16 horas, para que nado

houvesse interferéncia das refeigdes principais (almogo e jantar) no teste sensorial.
As amostras foram servidas em copos descartaveis de 50 mL, codificadas com

numeros de trés digitos aleatérios, em sala com luz natural, acompanhadas da ficha de
resposta e lapis. Para neutralizar o sabor entre as amostras foram servidos agua e
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biscoitos de agua e sal. Os sucos de fruta foram servidos a 15°C, e as amostras da
bebida a 4°C.

3.2.8.5. Seleg3o e treinamento de julgadores

Para selecionar os julgadores foi aplicado o teste triangular. Neste teste as
avaliagbes sdo conduzidas de acordo com o procedimento descrito pela ABNT (1993) ,
na qual pode-se identificar pequenas diferencas entre as amostras, selecionar e treinar
julgadores. Este teste consiste na apresentacdo simultinea de trés amostras
codificadas aleatcriamente com trés digitos, duas das quais devem ser idénticas. Ao
julgador é solicitado selecionar a amostra diferente (MONTEIRO, 1984; ABNT, 1993).

FERREIRA et al. (2000j sugere que a selegao dos candidatos deve ser baseada,
no minimo, no resultado de 12 testes, ou seja, servindo-se a cada candidato 3 a 6
repetigbes previstos no delineamento do teste triangular e selecionando-se os
candidatos com 60 de acertos, com o objetivo de minimizar o numero de julgadores
requeridos para desenhar a conclusdo do mesmo.

Apbds a conclusao dos testes triangulares os resultados (acerto/erro) podem ser
interpretados por analise seqiencial, num grafico onde duas retas, a de aceitagao (A) e
de rejei¢do (B) sdo tragadas de acordo com as equagdes abaixo definindo o grafico em
trés regides: de aceitagao, de rejeigdo e de indecisao ou continuidade (ISSAO & MORI,
1996; FERREIRA et al., 2000).

A=2,08+0,50n

R=-1,62 +0,50n
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No grafico do teste seqiiencial, o0 niumero de testes corresponde ao eixo x e 0
numero de respostas corretas ao eixo y. Para cada resposta correta incrementa-se em
1 no eixo x e igualmente no eixo y. Se o resultado for incorreto, incrementa-se 1
somente no eixo x e zero no eixo y. O teste prossegue até o ponto correspondente em
que o julgador se aproxima ou ultrapassa a linha delimitadora da regido de
continuidade, entrando na regido de aceitagao. '

3.2.8.6. Formulagao da bebida pelos julgadores selecionados

A formulagdo da bebida lactea foi realizada em trés etapas que estdo
representadas nas TABELAS 12, 13 e 14. As modificagbes foram introduzidas de
acordo com o estudo em questao.

TABELA 12 - FORMULAGOES DA BEBIDA LACTEA APRESEMTADAS NA PRIMEIRA ETAPA DA
ANALISE SENSORIAL PARA OS JULGADORES SELECIONADOS.

Formulagao Tipo de suco Conc. dosuco (%) | Conc. de agucar Conc. da bebida
(%) fermentada (%)

Tomate 66 - 34

B Goiaba 65 1 34

C Péssego 66 - 34

TABELA 13 - FORMULAGOES DA BEBIDA LACTEA APRESENTADAS NA SEGUNDA ETAPA DA
ANALISE SENSORIAL PARA OS JULGADORES SELECIONADOS.

Formulagao Tipo de suco Conc. do suco (%) | Conc. de agucar Conc. da bebida
(%) fermentada (%)

D Goiaba 66 - 34

E Goiaba 55 1 44

F Goiaba 44 2 54

G Péssego 66 - 34

H Péssego 65 1 34
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TABELA 14 — FORMULAGOES DA BEBIDA LACTEA APRESENTADAS NA TERCEIRA ETAPA DA

ANALISE SENSORIAL PARA OS JULGADORES SELECIONADOS.

Formuia¢ao Tipo de suco Conc. do suco (%) | Conc. de aglcar Conc. da bebida
(%) fermentada (%)

| Goiaba 46 10 44

J Goiaba 36 10 54

L Péssego I 65 1 34

Nestas etapas os julgadores avaliaram as bebidas utilizando o teste de
ordenagao, perfil de caracteristicas e escala heddnica.

3.2.8.4.1. Pertfil de caracteristicas

No método perfil de caracteristicas é possivel medir, através de julgadores
selecionados e treinados, pequenos graus de similaridade e da impressao geral dc
produto. Os resuitados sao interpretados graficamente, pois ndo podem ser analisados
estatisticamente (WASZCZYNSKYJ, 1997).

O teste de perfil de caracteristicas foi realizado em todas as etapas, onde os
julgadores deram notas de 1 a 5 (em ordem crescente) quanto aos atributos: acidez,
dogura, aroma, textura, cor e sabor. A ficha do teste de perfil de caracteristicas
aplicado aos julgadores esta representado no ANEXO 3 e os resultados foram

analisados pela representagao destes em graficos do tipo aranha.
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3.2.8.4.2. Teste de escala

A escala heddnica estruturada de nove pontos expressa o grau de gostar ou
desgostar de uma amostra pelo consumidor. Permite a expressao de opinides, visando
medir o nivel de aceitagdo de um produto (WASZCZYNSKYJ, 1997; ABNT, 1998).

Para o teste de preferéncia foi utilizado a escala hedbnica na avaliagdo das
amostras onde os julgadores atribuiram notas segundo uma escala.de 9 pontos
conforme ANEXO 4. Os resultados obtidos neste teste foram analisados na
representacao do grafico tipo aranha.

3.2.8.4.3. Teste de ordenagao

Consiste em apresentar as amostras ao juigador, solicitando que as coloquem
em ordem crescente ou decrescente em relagdo a intensidade de um determinado
atributo que esta sendo medido, ou em relagdo a preferéncia de uma maneira geral
(MONTEIRO, 1984; ABNT, 1994).

Na terceira etapa da analise sensorial, foi solicitado aos julgadores, ordenar as
amostras de acordo com a preferéncia, atribuindo notas de 1 a 3 (1 — mais gostou; 3 -
menos gostou). O teste de ordenagdo aplicado aos julgadores estd apresentado no
ANEXO 5.
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3.2.9. Avaliagao da estabilidade da bebida lactea

A bebida lactea foi estocada sob refrigeracao a 4°C, dividida em 5 frascos
erlenmeyers estéreis de 500 mL para a avaliagdo da sua estabilidade fisico-
quimica, microbiolégica e sensorial, realizada a partir do primeiro dia, em
intervalos de 7 dias, até o 28° dia de estocagem.

3.2.9.1. Estabilidade fisico-quimica

A estabilidade fisico-quimica foi avaliada em amostras tomadas ao acaso e
homogeneizadas previamente as determinagées de pH e acidez titulavel,
descritas nos itens 3.2.1.1. e 3.2.1.2.

3.2.9.2. Estabilidade microbiolégica

Paralelamente a avaliagao fisico-quimica e sensorial da bebida lactea, foi
realizada a avaliagdo microbiolégica. O numero de células de Lactobacillus casei
Shirota e Lactobacillus acidophilus foi determinado em contagem total de células
em agar MRS.

O numero de células de Lactobacillus plantarum A6 foi determinado em
contagem de células em agar MRS modificado.

As demais determinagdes microbioldgicas foram efetuadas de acordo com
as técnicas oficiais do Manual do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL-
Campinas), cujos resultados foram interpretados segundo a portaria n® 451 de 19
de setembro de 1997 da Divisdo Nacional de Vigilancia Sanitaria de Alimentos
(BRASIL, 1997), que estabelece padrdes microbiolégicos para leites fermentados,
0s quais consistem na pesquisa de salmonelas em 25 mL da amostra, no numero
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mais provavel (NMP) de coliformes fecais e contagem de bolores e leveduras por
mL da bebida.

Embora nao estabelecido pela legislagdo, foi determinado também o
numero mais provavel de coliformes totais na amostra, visto que a presenga
destes microrganismos em alimentos processados é considerada uma indicagao
util da contaminagao pés processo (principalmente nos casos de pasteurizagio),
evidenciando praticas de higiene aquém dos padrdes requeridos para o0
processamento de alimentos (SILVA & JUNQUEIRA; 1995).

a) Numero mais provavel de bactérias do grupo coliforme

Esta determinagao também denominada de teste presuntivo, foi realizada
[ela semeadura de trés séries de trés tubos, contendo 10 mL de caldo lauril
sulfato triptose e tubo de Durhan, com 1 mL das diluigdes 0,1, 0,01 & 0,001 da
amostrd@s tubos foram incubados a 35°C por 48 horas para verificar a formagao
de gas e turvagao do meio, indicativos da presen¢a destes microrganismos. Os
tubos positivos, foram repicados com alga de platina em tubos contendo caldo
verde brilhante bile para confirmagao destes microrganismos. O nimero mais
provavel de coliformes totais/ mL de amostra foi verificado pelo numero de tubos
positivos (producdo de gas e turvagdo do meio), utilizando a tabela da
Association of Official Analytical Chemists (SILVA & JUNQUEIRA, 1995).

b) Numero mais provavel de coliformes fecais
O numero mais provavel de coliformes fecais foi determinado pela
semeadura dos tubos positivos do teste presuntivo, mencionado acima, em

placas com agar eosina azul de metileno (EMB), as quais foram incubadas a 35°C
por 24 horas . Apdés as 24 horas foi verificada a presenga de coldnias
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caracteristicas (nucleadas com centro preto, com ou sem brilho metalico). Os
meios empregados foram testados utilizando-se cepas padrao de Escherichia coli.

¢) Contagem de bolores e leveduras

Esta contagem foi realizada pela semeadura de diferentes diluigées (0,1,
0,01 e 0,01) da amostra em agar batata dextrosado (PDA) acidificado com acido
tartarico 10% até pH 3,5 com a finalidade de inibir o crescimento bacteriano no
meio. As placas foram incubadas a 25°C por 3 - 5 dias e o resultado expresso em
UFC/mL. Os meios empregados foram testados utilizando-se cepas padrdo de
Aspergillus sp.
d) Pesquisa de salmonela

A pesquisa de salmonela foi realizada em 25 mL de amostra
homogeneizada em 225 mL de caldo de pré-enriquecimento (caldo lactosado),
incubada por 24 horas a 37°C.

Apos a incubagdo, 1 mL da solugao foi transferido para tubos contendo 9
mL de meio de enriquecimento seletivo (caldo selenito cistina e caldo
tetrationato) e incubados a 35°C por 24 horas, cujo conteudo foi posteriormente
semeado em placas contendo agar SS (Salmonella-Shigella) e agar XLD (xilose
lisina desoxicolato), incubadas a 35°C por 48 horas. Os meios empregados foram

testados utilizando-se cepas padrao de Salmonella sp.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CARACTERIZAGAO DAS MATERIAS-PRIMAS

A composigao fisico-quimica das matérias-primas utilizadas no substrato
estao apresentadas na TABELA 15.

TABELA 15 - COMPOSICAO FiSICO QUIMICA DAS MATERIAS-PRIMAS UTILIZADAS NO
SUBSTRATO PARA FERMENTACAO.

Componentes Soro de leite em po (%) Farinha de mandioca (%)
Proteinas 12,45 0,75
Lipideos 0.6 0,76
Carboidratos (por diferenga) 76,68 90,85
Amido - 80.10
Umidade 1,73 4,02
Cinzas 8,54 0,70
Fibras - 2,92

(-): ndo detectavel

A obtengdao de um produto fermentado de boa qualidade depende da
composi¢cao quimica das matérias-primas utilizadas como substrato, visto que
estas devem fornecer os nutrientes necessarios ao crescimento das culturas
especificas empregadas e apos fermentadas, constituir alimento de alto valor
nutricional (MACEDO, 1997).

Na elaboragédo desta bebida fermentada, com cultura amilolitica, a farinha
de mandioca foi utilizada como fonte de energia (amido) e o soro de leite como

fonte de proteinas para o crescimento das culturas especificas.
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Os valores obtidos na composi¢ao fisico-quimica do soro de leite
apresentam variagdo dos valores obtidos por SPREER (1991) devido ao soro
utilizado na bebida ser em pd. Optou-se pela utilizagdo do soro em p6 devido a
faciidade de obtengdo, manuseio, auséncia de fragmentos de caseina
(provenientes da fabricagao dos queijos) e a maior vida de prateleira‘(shelf-life) do
produto durante a realizagdo dos trabalhos experimentais. A diluicao
recomendada pelo fabricante do soro, realizada para obter o produto na fase
liquida, &€ da ordem de 1:10 em &gua destilada, logo os resuitados obtidos por
SPREER (1991) para carboidratos, cinzas, proteinas e lipideos estariam
teoricamente 10 vezes menores que aqueles obtidos para o soro em po.

Os resultados obtidos para proteinas (12,5%) e cinzas (8,54%) sao
ligeiramente superiores aos valores apresentados por SPREER (1991),
consequentemente o percentual de carboidratos obtido por diferenga tamhém tem
valor superior.

A composi¢cdo do soro de leite varia consideravelmente em fungdo da
origem do leite e do processo de fabricagao do queijo. Quanto a origem do leite
sabe-se que o leite de vaca possui algumas variagdes de acordo com a espécie,
raga, periodo de iactagdo, alimentagdo e caracteristicas individuais da fémea
lactante (ALAIS, 1984; U.S. DAIRY EXPORT COUNCIL, 1997).

O soro de leite doce foi escolhido por possuir pH préximo da neutralidade,
ideal para o inicio da fermentagao das cepas escolhidas.

O valor da umidade (1,73%) nao pode ser comparado aos valores do soro
de leite liquido citado por SPREER (1991). Os baixos valores de lipideos obtidos
(0,6%), ndo sao citados por SPREER (1991) devido aos teores despreziveis
encontrados no soro de leite liquido.
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A farinha de mandioca caracterizou-se por possuir elevado teor de
carboidratos e baixo teor protéico. Os resultados obtidos de proteina (0,75%) e
cinzas (0,70%) apresentam-se ligeiramente inferiores aqueles apresentados por
HONHOLZ (1980), (1,1 % de proteinas e 1,1% de cinzas). Porém os valores
obtidos para as andlises de lipideos (0,76%) e fibras (2,92%) sao ligeiramente
superiores aos do mesmo autor (0,5% de lipideos e 2,2% de fibras).

Os teores de amido encontrados na farinha de mandioca, (80,10%) séo
menores que aqueles apresentados na literatura (88,2%) por HONHOLZ (1980)

esta diferenga pode ser justificada pela diferenga de origem e processamento da
farinha de mandioca.

A farinha de mandioca utilizada foi obtida do comércio e & proveniente de
Morretes-PR e provavelmente deve ter composi¢do diferente da farinha de
mandioca proveniente do sul da Asia citada por HONHOLZ devido & variagoes
climaticas e de processamento das mesmas.

4.2. DEFINIGAO DA MELHOR CONDIGAO DE TRATAMENTO TERMICO DO
SORO DE LEITE

O tratamento térmico, tem por fungdo aumentar a conservagdo do leite,
diminuir as contagens bacterianas e inativar enzimas. Quanto ao soro de leite, &
importante submeté-lo a um pré-tratamento como a pasteurizagdao e
posteriormente armazena-lo a frio se o uso nao for imediato (WALSTRA, 1987,
SOTTIEZ, 1993).

Porém a maioria das proteinas do soro sdo globulares e estdo sujeitas a
desnaturagdo quando submetidas a elevadas temperaturas por periodos
prolongados (WALSTRA, 1987).

Resultados e discusséo



65

Os resultados obtidos para diferentes condi¢cbes de tempo e temperatura
empregados no tratamento térmico do soro de leite estdo apresentados na
TABELA 16.

TABELA 16 — EFEITO DO TEMPO E TEMPERATURA DE PASTEURIZAGAO NO ASPECTO E
QUALIDADE MICROBIOLOGICA DO SORO DE LEITE.

Tempo (min) Temperatura (°C) Avaliagao visual Contagem padrao em placa

(UFC/mL)

5 95 Presenga de floculagao Auséncia de crescimento
microbiano

10 90 Auséncia de floculacdo Auséncia de crescimento
microbiano

15 85 Auséncia de floculagao Auséncia de crescimento
microbiano

20 80 Auseéncia de floculagao Auséncia de crescimento
microbiano

30 75 Auséncia de floculagio 1,0.10°

As proteinas do soro de leite possuem uma sensibilidade muito grande ao
calor, por isso optou-se por escolher a temperatura de 80°C durante o tempo de
20 minutos, por se caracterizar pela temperatura mais baixa e que apresentou
auséncia de crescimento microbiano.

Desta forma reduziu-se a possibilidade de desnaturagdo das proteinas
presentes no soro de leite.
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4.3. OTIMIZAGAO DOS PARAMETROS FERMENTATIVOS

Segundo HAALAND (1989) citado por MACHADO (2000), a maior parte dos
processos biotecnologicos nao possui modelos teéricos que possam ser usados
para explicar o desenvolvimento do processo. Consequentemente, uma pesquisa
bem sucedida nesta area é caracterizada por resolugdo do problema
empiricamente. Porém existem, em geral, limitagbes de tempo e recursos,
tornando a produtividade do processo de importancia critica. Dessa forma, o
planejamento e a resolugido dos problemas utilizando ferramentas estatisticas da
melhor possibilidade de maximizar a eficiéncia e produtividade de problemas
empiricos.

Um experimento deve ser submetido pelas seguintes etapas: screening,
otimizagdo e verificagdo dos dados (TABELA 17). Assim, experimentos de
screening, sido aqueles em que sdo excluidas diversas varidveis. Eles fazem
parte da primeira etapa da investigagao, e por incluirem diversos fatores, nao
possuem muita informagao por fator. Seu objetivo é a redugdo do problema, ou
seja, descobrir quais sdo as variaveis realmente importantes e qual a dire¢do a
tomar nos proximos experimentos. A proposta de otimizagao é a construgao de
um modelo matematico que possa predizer o comportamento do processo
investigado, encontrando a regido de otima resposta. Para tanto requer muita
informacao sobre cada fator, necessitando, assim, que se inclua somente os
fatores com influéncia significativa em relagao aos outros. Para planejamento e
verificagdo dos resultados dessas etapas utilizou-se o programa Statistica da
Statgraphics. E, finalmente, a verificagdo é feita para comprovar-se o modelo
determinado, e explicar o processo nas condigdes experimentadas. (MACHADO,
2000; HAALAND, 1989).
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TABELA 17 - ETAPAS DE UM EXPERIMENTO UTILIZANDO-SE DE FERRAMENTAS

ESTATISTICAS.
Etapa Objetivo Descrigao
Screening Identificar fatores mais importantes Muitos fatores — resultados imprecisos
Otimizacao Construir modelo Poucos fatores — regido étima
Verificagao Confirmar os resultados Repetir as melhores condigdes

FONTE: HAALAND, 1989.

Neste trabalho, as etapas de screening e otimizagdo sugeridas foram
utilizadas da seguinte maneira: o primeiro experimento se constituiu em verificar
qual a concentragdo maxima de farinha de mandioca que poderia ser utilizada e
ter uma idéia da influéncia do tempo e da quantidade maxima de inéculo nas
variéveis-respost_a (pH, acidez titulavel em acido lactico e contagem de células).
No segundo experimento utilizando-se das mesmas variaveis-resposta, optou-se
por testar a farinha de mandioca, mas desta vez em quantidades menores, para
saber se a quantidade maxima de farinha determinada no primeiro experimento
nao era um fator limitante da fermentagao, assim como a temperatura da estufa de
incubagdo. No segundo experimento o tempo também foi novamente incluido
como variavel, mas desta vez em intervalos menores escolhidos de acordo com os
resultados obtidos no primeiro experimento.

Para planejamento e verificagao dos resultados apds serem encontradas as
condigbes otimas, fez-se uma cinética do crescimento para verificagdo dessas
condigbes.

4.3.1. Primeira otimizagao
Na primeira otimizagéo, foram testadas as varidveis: concentragdo de
farinha de mandioca, taxa de inéculo e tempo, com os niveis descritos no item

3.2.6.1. e analisadas as variaveis-resposta (pH, acidez titulavel em acido lactico e
concentragao de células).
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Nas variaveis-resposta optou-se por analisar a variagdo de pH e da acidez
titulavel em acido lactico para que os resultados ficassem mais claros uma vez
que ndo houve fermentagdo com a concentragdo maxima de farinha de mandioca
(40%) e se o resultado (de pH) analisado fosse 0,0, poderia-se supor uma
fermentacao maxima.

Uma boa maneira de visualizagao das influéncias das variaveis analisadas
no processo fermentativo é o diagrama de Pareto. Este diagrama coloca,
graficamente, a magnitude dos efeitos (mostrados do maior para o menor) dos
dados na variavel-resposta. Dessa forma, demostra quais sdao a variaveis
realmente importantes e qual direcao tomar nas préximas otimizagées a serem
feitas (HAALAND, 1989; MACHADO, 2000).

08 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

FIGURA 6 - DIAGRAMA DE PARETO DO PRIMEIRO EXPERIMENTO DE
OTIMIZAGCAO , 280 VARIAVEL-RESPOSTA: VARIAGAO DA
ACIDEZ.
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aumento resulta numa diminuigdo das varidveis-resposta (variagdo de pH, da
acidez titulavel e concentragao final de células) até chegar num ponto (40%) em

que nao houve fermentagio pois a farinha ndo se misturava mais com o soro de
leite nos frascos erlenmeyers.

Nos diagramas acima observa-se também que tempos maiores de
fermentagao influenciam positivamente as varidveis-resposta, caracterizando esta
como uma segunda variavel significativa.

O aumento taxa de inoculo também influencia significativamente nas
variagées de pH e acidez, porém optou-se por fixar esta taxa em 8%, devido ao
fato de que nestas otimizagdes utilizou-se apenas a cepa Lactobacillus plantarum
A6, que é a cepa amilolitica por isso considerada aqui como starter da
fermentagdo e as outras cepas (Lactobacillus casei e Lactobacilus acidophilus)
foram adicionadas ap6s 8 horas de fermentagao onde ja havia uma determinada
concentragédo de glicose no meio, para ser utilizada por estas cepas probidticas. A
taxa de in6culo das cepas probidticas também foi fixada em 8%, resultando em
16%, o total de in6culo da fermentagao.

4.3.2. Segunda otimizagao

Na segunda otimizagdo, foram testadas novamente as variaveis:
concentracdo de farinha de mandioca e tempo de fermentagao que
apresentaram-se como variaveis significativas na primeira otimizagao e incluiu-se
a temperatura de fermentacdo que nao havia sido testado no primeiro
experimento. Os niveis utilizados estido descritos no item 3.2.6.2. As variaveis-
resposta analisadas foram as mesmas (variagdo do pH, da acidez titulavel em
acido lactico e concentragao final de células).
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(3)TEMPO_H |

(2TEMP__OC

(1)CONC.FAR.

04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

FIGURA 11 - DIAGRAMA DE PARETO DO SEGUNDO EXPERIMENTO DE
OTIMIZAGAO , 2*9. VARIAVEL-RESPOSTA:CONCENTRAGAQO
DE CELULAS.

Analisando-se os trés diagramas de Pareto, da segunda otimizagao,
(FIGURAS 9, 10 e 11) observa-se que apesar de verificar-se que o aumento das
trés variaveis (concentragdo de farinha, tempo e temperatura de incubagéao)
resultou num determinado aumento das variaveis-resposta, além do tempo, as

outras variaveis analisadas nao apresentaram-se como variaveis significativas.

Apesar do tempo de fermentacdo aparecer como variavel-significativa, o
aumento deste, tem por conseqiiéncia um aumento excessivo nas variaveis-
resposta (variagdo do pH e acidez). Sabe-se que valores muito baixos de pH e
muito altos de acidez nao sao interessantes pois inibem as células e resultam em
bebidas lacteas muito acidas que consequentemente sdo pouco aceitas pelos
consumidores. Deve-se prever, ainda, uma queda de pH durante a vida de
prateleira da bebida, pois sabe-se que as células fermentam o substrato mesmo
em temperaturas baixas, ainda que discretamente.

Optou-se entdo por fixar os pontos centrais como os pontos ideais da

fermentacdo. Com este experimento encerraram-se as otimizagdes dos
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parametros fermentativos, com as seguintes condigdes ideais: temperatura de
incubagao de 35°C, tempo de fermentagdo de 16 horas, concentragido de farinha
de mandioca de 20% e taxa de indculo de 16% (8% para Lactobacillus plantarum
A6 no inicio da fermentagao, 4% para Lactobacillus casei e 4% para Lactobacillus
acidophilus apos 8 horas de fermentagao).

4.4 ESTUDO CINETICO DA FERMENTAGAO

Apbs definidas as condigdes ideais da fermentagao, foi realizado um estudo
cinético para acompanhar a evolu¢ao do pH, acidificagdo, consumo de agucares
redutores e crescimento celular no fermentado.

4.4.1. Estudo cinético da fermentagdo com a cepa amilolitica (Lactobaclllus
plantarum AB)

Foi realizado um estudo cinético da fermentagdo somente com a cepa
amilolitica (Lactobacillus plantarum A6) para poder avaliar o tempo ideal da
inoculagdo das bactérias probicticas (Lactobacillus casei Shirota e Lactobacillus
acidophilus). Este estudo se fez necessario, pois quando testou-se a inoculagao
de todas as cepas (probiéticas + amiloliticas) no inicio da fermentagao, houve um
crescimento pouco significativo das células totais no final das 16 horas, assim
como uma evolugédo do pH e acidez muito lenta (24 horas para atingir o pH 5,0).

A fermentagao ocorreu num periodo de 16 horas e foram retiradas amostras
de duas em duas horas como descrito no item 3.2.7.3.

Quando as cepas probidticas foram inoculadas sem a presenga da cepa
amilolitica, ndo ocorreu crescimento celular, queda de pH nem incremento da
acidez (titulavel em acido lactico) em 24 horas de cultura. Esses dados sugerem
que havia necessidade da inoculagdo das bactérias amiloliticas no inicio da
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fermentagéo, para que ocorresse a hidrélise do amido presente no meio. O tempo
ideal de inoculagdo das bactérias probiéticas foi caracterizado como o tempo
médio da fermentagao (8 horas), onde a cepa de L. plantarum A6 ja estava
adaptada ao meio.

No grafico da FIGURA 12 observa-se a evolugao do pH e da acidez durante
as 16 horas de fermentagdo. Observa-se que apés 6 horas ha mudancas mais
consideradas nos valores de pH e acidez titulavel. Provavelmente neste ponto a

cepa entrou na fase logaritmica de multiplicagéo, ap6s adaptar-se ao substrato.

Observa-se também, que houve uma queda brusca do pH que
coincide com um aumento expressivo da acidez e contagem total das células apés
6 e 8 horas de fermentagao (FIGURAS 12 e 14).

No grafico da FIGURA 13 observa-se que nao houve variagao significativa
na concentragao de aglicares redutores, provavelmente devido a uma possivel
dificuldade de quantificagdo da glicose. O método de Somogyi-Nelson
provavelmente ndo quantificou aglcares redutores em concentragdo real de
glicose durante a fermentagdo e sim de varios monémeros que possivelmente
teriam aparecido devido a uma possivel hidrélise do amido e da lactose presente
pelos proprios reagentes utilizados na analise.
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FIGURA 12 — EVOLUCAO DO pH E ACIDEZ NO SUBSTRATO FERMENTADO
PELA CEPA L. plantarum A6.
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FIGURA 13 - EVOLUGAO DOS AGCUCARES REDUTORES DURANTE A
FERMENTACAO DO SUBSTRATO PELA CEPA L. plantarum
AG.
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FIGURA 14 - EVOLUGCAO NA CONTAGEM CELULAR DURANTE A
FERMENTACAO DO SUBSTRATO PELA CEPA L. plantarum
AB.

Observa-se também na FIGURA 14 que as células de Lactobacillus
plantarum A6 apresentaram uma fase LAG importante de 6 horas, apos este
tempo observa-se um crescimento expressivo das células (que passam de 5,4 x
10" UFC/mL no tempo 6h, para 8,0 x 108 UFC/mL no tempo de 8h). Esta fase
provavelmente esta relacionada a sintese de enzimas amiloliticas pelo
Lactobacillus plantarum AB.

4.4.2. Estudo cinético completo da fermentagdo utilizando a cepa amilolitica
(Lactobacillus plantarum A6) + cepas probiéticas (Lactobacillus casei

Shirota e Lactobacillus acidophilus)

A fermentacao ocorreu num periodo de 16 horas e foram retiradas amostras

de duas em duas horas como descrito no item 3.2.7.3.
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Verificou-se uma pequena variagao do pH e acidez titulavel nas primeiras 6
horas de cultura coincidindo com um crescimento pouco expressivo das células
amiloliticas, caracterizado pelo tempo de adaptagdo das células ao substrato
(FIGURAS 15, 16 e 18).

Ap6s 6 horas de fermentagao observa-se também uma queda brusca do pH
e um aumento significativo da acidez titulavel e contagem de células. Esta
mudancga significativa que ocorreu na fermentacdo provavelmente se deu pelo
incremento celular (FIGURAS 15, 16 e18). Observa-se igualmente a partir deste
tempo uma queda linear do pH até o final das 16 horas de cultura, o0 mesmo

acontece com a evolugao da acidez (pH final de 3,9 e acidez de 0,776%).

6,5

pH

5,5

45

3,5 e e

FIGURA 15 — EVOLUCAO DO pH NO SUBSTRATO FERMENTADO PELAS
CEPAS L. plantarum A6 + L. casei Shirota + L. acidophilus (o
tempo de incremento das células probiéticas esta indicado)

Na FIGURA 16, observa-se a evolucdo comparativa do acido lactico
titulavel e analisado em cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) no decorrer
das 16 horas de fermentagdo. Pode-se constatar que os valores de acidez
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determinados por esta técnica sao ligeiramente superiores ao obtidos no método

titulométrico tradicional.

A andlise realizada em CLAE indicou que nao havia pico de glicose nos
cromatografos de todos os tempos de fermentagédo analisados. Este fato confirma
os dados citados por GIRAUD et al. (1991) de que a bactéria produz a-amilase e
esta enzima é capaz de degradar o amido formando glicose que por sua vez é
rapidamente consumida pela prépria bactéria amilolitica resultando em acido
lactico como produto final. O acido lactico apareceu em picos crescentes nos

cromatografos até o ultimo tempo de fermentagao (FIGURA 16).
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FIGURA 16 — EVOLUCAO DO ACIDO LACTICO DURANTE A FERMENTACAO
DO SUBSTRATO PELAS CEPAS DE L. plantarum A8, L. casei
Shirota e L. acidophilus, COMPARANDO-SE OS METODOS DE
TITULACAO E DOSAGEM EM CLAE. (o tempo de incremento das
células probiodticas esta indicado)

Os acucares redutores obtidos pelo método de Somogyi-Nelson novamente
repetem os resultados da primeira fermentacdo (apenas com a bactéria
Lactobacillus plantarum AB), onde provavelmente aconteceu uma hidrélise do

amido e da lactose presente devido a técnica utilizada, resultando em uma
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quantidade de aclicares redutores analisados maior que a real ( 50 g/L) (FIGURA
17). Observa-se porém que apés 8 horas de fermentagdo ha um declinio mais

acentuado deste total de acglcares redutores, resultado provavel do incremento

celular.
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FIGURA 17 — EVOLUCAO DOS ACUCARES REDUTORES DURANTE A
FERMENTACAO DO SUBSTRATO PELAS CEPAS L. plantarum
A6 + L. casei Shirota + L. acidophilus (o incremento das células
probidticas esta indicado)

Observa-se também que a partir de 8 horas de cultura ocorreu um aumento
significativo na contagem de células amiloliticas e probiéticas (chegando ao final
com 2,8 x 10° UFC/mL para as células amiloliticas e 2,28 x 10° UFC/mL para as
células probioticas). Foi realizada a contagem das células amiloliticas em agar
MRS modificado com adicdo de amido, até 6 horas de fermentagdo. A contagem
das celulas probiotticas foi realizada meio MRS (FIGURA 18).
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FIGURA 18 — EVOLUCAO DA CONTAGEM CELULAR NA FERMENTACAO DO
SUBSTRATO PELAS CEPAS DE L. plantarum A6, L. casei
Shirota e L. acidophilus.

A contagem de células amiloliticas foi ligeiramente maior que a das células
probiéticas. Para verificar se as cepas que cresceram em agar MRS nédo eram as
cepas amiloliticas foi isolado determinadas col6nias e observado por coloragdo de
Gram a morfologia das células (FIGURA 18). Ao mesmo tempo inoculou-se as
mesmas células em caldo MRS modificado com amido, conforme descrito no item
3.1.1.

Observou-se que a morfologia da maioria das col6nias que cresceram em
agar MRS eram das cepas probiéticas e que as mesmas nao foram capazes de
crescer em caldo MRS modificado. Este fato comprovou a existéncia de células
probidticas viaveis no fermentado.
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FIGURA 19 — FERMENTADO CONTENDO AS DUAS FASES (liquida — bebida

lactea e sélida — farinha de mandioca biotransformada)

Foram testados os valores de pH, acidez titulavel em acido lactico e
contagem de células em agar MRS de 5 bebidas lacteas fermentadas similares
(com bactérias probiéticas) comercializadas na cidade de Curitiba e obteve-se os

valores apresentados na TABELA 18.
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TABELA 18 — VALORES DE pH E CONTAGEM DE CELULAS DE 5 BEBIDAS LACTEAS
FERMENTADAS SIMILARES ENCONTRADAS NO MERCADO.

pH Acidez titulavel em acido Contagem de células
lactico (%) UFC/mL
Bebida 1 43 0,9 2,37 . 10°
Bebida 2 3,75 0,87 7.8.10°
Bebida 3 3,67 0,95 1,95.10°
Bebida 4 3,8 1,0 48.10°
Bebida 5 3,9 1,0 8,9.10°

Bebida 1: LC1 (Nestlé); Bebida 2: Vigor club (Vigor); Bebida 3: Batavito (Batavo),
Bebida 4: Yakult (Yakult); Bebida 5: Leite fermentado (Parmalat)

Analisando os dados obtidos na TABELA 18, observa-se que a fermentagéo
deveria ser interrompida apds 16 horas pois apresentou pH 4,07, acidez titulavel
em acido lactico de 1,050% e contagem maxima de células da ordem de 10°

UFC/mL para células probiéticas e amiloliticas. Valores de pH abaixo de 4,0 nao

sao interessantes pois deve-se prever que ainda ocorra fermentagdo na vida de

prateleira da bebida, causando queda no pH, aumento da acidez e morte das

células.
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4.5. FORMULAGAO DA BEBIDA

Apés a fermentagao, foi separada a fragdo sobrenadante, através de filtragdo
simples em malha de nylon esterilizada, da fragao residual sélida (farinha de mandioca
biotransformada). A fragao sobrenadante foi formulada de acordo com os itens a seguir.

4.5.1. Selegao e treinamento de julgadores

Inscreveram-se e apresentaram-se na primeira etapa de selegdo, 50 individuos
voluntarios para comporem uma equipe de julgadores, dos quais 44 foram
selecionados. Os demais foram reprovados apos responderem as fichas de
recrutamento por incompatibilidade de tempo, ou por demonstrarem aversdo a bebidas
lacteas.

Os 44 candidatos, selecionados, receberam instrugdes e submeteram-se a testes
triangulares onde deveriam identificar a amostra que possuia formulagéo diferente das
demais, conforme descrito no item 3.2.8.3.

Os resultados obtidos foram avaliados através da analise seqiencial, onde 12

dos 44 juilgadores selecionados na primeira fase, foram aceitos por sua habilidade
discriminativa como mostra a TABELA 19.
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TABELA 19 - SOMATORIO DE ACERTOS DE CADA JULGADOR, OBTIDOS NOS

TESTES TRIANGULARES REALIZADOS DURANTE A SELECAO E
TREINAMENTO DOS CANDIDATOS
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No grafico da FIGURA 20, foram plotados os resultados obtidos nos testes
triangulares conforme descrito no item 3.2.8.3. Observa-se que na regido de aceitagao

foram selecionados 12 julgadores apés a realizagéo de 13 testes triangulares.

213 M 15
-2 5 ...__i:

numero de respostas corretas

numero de testes

FIGURA 20 — RESULADO DO DESEMPENHO DOS CANDIDATOS DURANTE A
SELECAO - TESTE TRIANGULAR
Linha rosa : Linha de aceitagdo ( A = 2,08 + 0,50n)
Linha azul: Linha de rejeicdo (R = - 1,62 + 0,50n)

Os 12 julgadores selecionados eram pessoas com idades variando de 19 a 45
anos, sendo trés do sexo masculino e oito do sexo feminino.

Observa-se no grafico da selecdo de julgadores (FIGURA 20) que acima da
linha rosa (Aceitagéo) estdo os julgadores selecionados. No intervalo entre a linha rosa
e a linha azul (rejeicdo) encontram-se os julgadores que necessitariam de maior
treinamento para poderem ser entdo selecionados ou rejeitados. Como 12 julgadores
mostraram-se homogéneos e sendo este um numero suficiente para a realizagdo dos
testes seguintes, optou-se em dar continuidade passando para a etapa de formulagéo
da bebida.
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4.5.2. Formulagao da bebida pelos juigadores selecionados

Ao sobrenadante fermentado foi adicionado sucos de tomate, goiaba e néctar de
péssego e submetidas a apreciagdo dos julgadores selecionados e treinados para

indicar qual a formulagdo mais adequada através do perfii de caracteristicas,
analisando os atributos individuaimente.

Os testes foram realizados em trés etapas, conforme descrito nas TABELAS 12,
13 e 14 (MATERIAL E METODOS).

Na primeira etapa, foram testados os sucos de tomate, goiaba e péssego na
proporgao de 2/3 de suco e 1/3 de extrato fermentado.

Na FIGURA 21 que representa o perfil de caracteristicas desta etapa, observa-se
que o extrato fermentado acrescido de suco de tomate nao foi bem aceita pelos
julgadores. As bebidas que foram adicionadas de sucos de goiaba e péssego foram
melhor aceitas nos atributos avaliados. Numa avaliagdo global das formulagbes
propostas na primeira etapa com o teste de escala hedénica onde o julgador pode
exprimir numericamente o quanto gostou ou desgostou da bebida, a formulagdo A
recebeu média 3,83, a bebida B, média 6,33 e a bebida C, média 6,22.

Na ‘segunda etapa optou-se por eliminar o suco de tomate, devido a baixa
aceitacdo da formulagdo A. A rejeicdo ao suco de tomate provaveimente esta
relacionada com a pequena associagao que os juigadores fizeram do suco de tomate,
que normalmente é uma bebida saigada, com bebidas lacteas, freqiientemente doces.
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FIGURA 21 — PERFIL DE CARACTERISTICAS DAS FORMULACOES A, Be C

Formulagéo A: 66% de suco de tomate, 34% da bebida fermentada
Formulagao B: 65% de suco de goiaba, 1% de aglcar e 34% de bebida fermentada
Formulagéo C: 66% de suco de péssego, 34% de bebida fermentada

Em funcdo deste resultado foi sugerido a utilizagdo de outras proporgbes e
testadas 5 novas formulagcdées com os sucos de goiaba e péssego, variando-se as
concentragdes de suco e bebida fermentada. Duas das formulagdes com o suco de
goiaba foram acrescidas de 1 e 2% de acgucar (Formulagdes E e F), com o objetivo de
aumentar a quantidade de bebida fermentada a formulacao final. Em uma das bebidas
formuladas com suco de péssego também foi testado o incremento de 1% de agucar

(H). Em paralelo foram testadas as mesmas bebidas sem agtcar (D e G).
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Na FIGURA 22 que representa o perfil de caracteristicas da segunda etapa da
analise sensorial, observa-se que todas as formulagdes apresentam perfil semelhantes,
este fato € comprovado com o teste da escala hedbnica, onde as formulagdes
receberam as seguintes médias: D (6,0), E (6,1), F (5,5), G (5,6) e H (6,8). Porém
quando analisado apenas os atributos acidez e dogura para as formulagdes com suco
de goiaba (D, E e F) observou-se que poderia haver o acréscimo de quantidades

maiores de agucar sem diminuir a quantidade de bebida lactea fermentada.

——D —a—E F -G —mgH
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FIGURA 22 — PERFIL DE CARACTERISTICAS DAS FORMULACOES D, E, F,Ge H
Formulagéo D: 66% de suco de goiaba, 34% de bebida fermentada

Formulacéo E: 55% de suco de goiaba, 1% de agtcar, 44% de bebida fermentada

Formulagéo F: 44% de suco de goiaba, 2% de aglicar, 54% de bebida fermentada

Formulagéo G: 66% de suco de péssego, 1% de aglicar, 34% de bebida fermentada

Formulagéo H: 65% de suco de péssego, 1% de aglicar, 34% de bebida fermentada
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Optou-se entdo em aumentar em 10 vezes a quantidade de aglcar na
formulagao final acrescida com o suco de goiaba, utilizando concentragées maiores de
bebida fermentada (44% para a formulagéo | e 54% para a formulagao J). Estas novas
formulagdes foram testadas em paralelo com a formulagao H (com suco de péssego) da
etapa anterior, que havia recebido a maior média no teste de escala hedonica (6,8).

Na FIGURA 23 que representa o perfil de caracteristicas da terceira etapa da
analise sensorial, observa-se que a formulagao J (36% de suco de goiaba, 10% de
agucar e 54%) foi a preferida pelos julgadores. Observa-se que os julgadores deram
notas altas a todos os atributos avaliados como: sabor, acidez, dogura, textura e cor.
Foi classificada em segundo lugar a formulagao L (65% de suco de péssego, 1% de
agucar e 34% de bebida fermentada) e em terceiro a bebida | (46% de suco de goiaba,
10% de agucar e 44% de bebida lactea fermentada). Estes resultados foram
confirmados no teste de escala hedénica onde as formulagfes receberam as seguintes
médias: | (6,28), J (8,0) e L (6,86), interessante ressaltar aqui que a formulagao L da
terceira etapa é a mesma da H da segunda etapa e recebeu praticamente a mesma
nota média (L, 6,86 e H, 6,8), fato este que caracteriza os julgadores como pessoas
realmente aptas para a testes de analise sensorial envoivendo bebidas lacteas.
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acidez

sabor / ~dogura

textura

FIGURA 23 — PERFIL DE CARACTERISTICAS DAS FORMULACOES |, J e K

Formulagéo |: 46% de suco de goiaba, 10% de aglicar, 44% de bebida fermentada
Formulagéo J: 36% de suco de goiaba, 10% de aglicar, 54% de bebida fermentada
Formulagéo L: 65% de suco de péssego, 1% de aglicar, 34% de bebida fermentada

Nestas etapas os julgadores avaliaram as bebidas utilizando o teste de
ordenagéo, perfil de caracteristicas e escala heddnica. Nesta terceira etapa também foi
aplicado o teste de ordenacédo. Neste teste a menor nota média indica a mostra que o
julgador mais gostou. A formulagéo | recebeu nota média de 2,43, a formulagéo J, nota
1,57 e a formulagéo L, nota 2,14 (FIGURA 24).

Apesar da amostra J ter recebido a maior média nos testes acima
realizados, estatisticamente ndo foi comprovado diferenca significativa entre as
amostras (ANEXO 6).
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FORMULAGAO J | FORMULACAO L

FIGURA 24 — FORMULACOES J (36% de suco de goiaba, 10% de acucar e 54% de
bebida fermentada) E L (65% de suco de péssego, 1% de agucar e 34%
de bebida fermentada).

4.6. AVALIACAO DA ESTABILIDADE DA BEBIDA LACTEA

A manutencédo da estabilidade fisico-quimica e microbiolégica durante o periodo
de estocagem constitui fator importante na qualidade de uma bebida lactea fermentada.
(MACEDO, 1997).

Considerando que o periodo de vida de prateleira da grande parte das bebidas

lacteas fermentadas € de 28 dias, a estabilidade da bebida lactea foi avaliada durante o

mesmo periodo.
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A bebida final fermentada e aromatizada foi dividida em 5 recipientes estéreis e
armazenada a 4°C em geladeira. Foram retiradas amostras de 7 em 7 dias logo apés a

fermentagdo (tempo 0) até o final do 28° dia de estocagem, conforme descrito no item
3.2.9.

ABOU (2000) cita que os produtos lacteos fermentados contendo bactérias vivas
devem ser conservados a frio a fim de garantir a presenca dos fermentos vivos e

assegurar os seus beneficios até o final do tempo de vida de prateleira do produto
(shelf-life).

4.6.1. Estabilidade fisico-quimica

A evolugao do pH e acidez titulavel na bebida lactea foi acompanhzda durante o
periodo de estocagem em intervalos de 7 dias.

Na FIGURA 25 pode-se observar que, durante o periodo de estocagem da
bebida, as variagées de pH e acidez mostram-se pouco significativas. O pH manteve-se
praticamente constante até 14 dias de armazenamento, decrescendo para o valor final
de 3,65 ao final do periodo de estocagem. A acidez teve aumento significativo até o 14°
dia mantendo-se praticamente constante até o 28° dia de armazenagem, quando atinge
o valor de 1,27% de acidez titulavel em acido lactico.

A pequena variagao de pH e acidez titulavel verificadas na bebida devem-se
provavelmente as caracteristicas de baixa pdés-acidificagdo atribuidas as culturas
utilizadas. O processo de acidificagdo durante o armazenamento encontra-se
freqiientemente associado ao uso das culturas classicas para fabricagédo de iogurtes (L.
delbrueckii ssp. bulgaricus e S. salivarius ssp. thermophilus) e contribui na sinérese,
inibigdo do crescimento das culturas especificas e acumulo de D (-) acido lactico no
produto. Cuituras de L. casei, L. acidophilus e Bifidobacterium sp conferem ao produto
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acidez suave e menor pés-acidificacao, além de produzirem maior quantidade de L (+)
acido lactico (MACEDO, 1999).

I T ) ) ]
i —e—pH —m—acidez

acidez titulavel
(acido lactico %)

tempo (h)

FIGURA 25 — VARIACAO DO pH e ACIDEZ TITULAVEL NA _BEBIDA LACTEA
FERMENTADA ARMAZENADA SOB REFRIGERAGAO A 4°C + 1,0°C.

ABOU (2000) demostra em seus estudos de vida de prateleira de bebidas
lacteas fermentadas com Lactobacillus acidophilus mantidas a 4°C, que apés 5
semanas, a queda do pH é pouco significativa e que as células se mantém vidveis e em
quantidades significativas.

Os resultados obtidos mostram que a bebida lactea fermentada apresentou
estabilidade fisico-quimica durante os 28 dias de estocagem.
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4.6.2. Avaliacao microbiologica
4.6.2.1. Avaliagédo da evolugdo da cultura mista

As variagbes na contagem celular e valores de pH em bebidas lacteas
fermentadas estdo diretamente relacionadas ao tempo e temperatura de estocagem,
tipo de cultura utilizada e nimero de células no inicio do armazenamento (MEDINA &
JORDANO, 1994).

MRS B MRS mod. {

1,00E+10

1,00E+09

—
o
o
m
+
o
(o]
.

log (UFC/ mL)

1,00E+07 -

tempo (dias)

FIGURA 26 — EVOLUGCAO NA CONTAGEM CELULAR DE L. plantarum A6, L. casei
Shirota e L. acidophilus NA BEBIDA LACTEA FERMENTADA DURANTE
ESTOCAGEM A 4°C + 1,0°C.

Na FIGURA 26, observa-se que durante as trés primeiras semanas de
estocagem observa-se um pequeno decréscimo, pouco significativo, na contagem de
células probidticas em agar MRS da cultura mista e na contagem da bactéria amilolitica
em agar MRS modificado com amido. Na ultima semana de estocagem ha um
decréscimo mais acentuado do nimero de células probidticas até atingir 8,7 x 10°
UFC/mL e amiloliticas 7,7 x 10® UFC/mL no 28° dia de estocagem.
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A contagem celular minima de cultura especifica recomendada para bebidas
lacteas fermentadas é de 10° células viaveis/mL no momento do consumo (MACEDO,
1997).

Outros autores como MEDINA & JORDANO (1994) consideram que a efetividade
de lactobacilos como adjunto da dieta é obtida por valores situados entre 10° e 10°
UFC/mL.

SALOFF-COSTE (2000) cita que ha necessidade da ingestao de 10® UFC/mL de
Lactobacillus acidophilus para haver um aumento significativos das células totais de
lactobacilos no ileo e 3 x 10’ UFC/mL durante 30 dias para que acontega uma
diminuicao considerada do colesterol sérico.
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46.2.2. Avaliagdo da qualidade microbiologica

Os resultados das analises microbioldgicas realizadas na bebida fermentada ao
longo do periodo de armazenamento estédo representados na TABELA 20.

TABELA 20 - AVALIACAO MICROBIOLOGICA DA BEBIDA LACTEA FERMENTADA
DURANTE O PERIODO DE ESTOCAGEM DE 28 DIAS A 4°C + 1,0°C.

Analises microbiolégicas Tempo (dias)

0 7 14 21 28
Coliformes totais (NMP/mL) <10 (neg.) <10(neg.) <10(neg.) < 10(neg.) <10 (neg.)
Coliformes fecais (NMP/mL) <1(neg.) <1(neg.) <1(neg) <1(neg.) <1(neg)
Saimonelia (em 25 mL) aus. aus. aus. aus. aus.
Bolores e leveduras (UFC/mL) <10(neg.) <10(neg.) <10(neg) <10(neg) <10(negq.)

Alimentos com pH inferiores a 4,0 sdo considerados como muito acidos e o
desenvolvimento microbiano fica restrito quase que exclusivamente a bolores,
leveduras e bactérias lacticas (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

A auséncia de bactérias do grupo coliforme e salmonelas indica que a bebida
lactea foi processada em boas condigdes higiénico-sanitarias. A presenca de bolores e
leveduras fornece informacgdes sobre as condigdes higiénicas mantidas durante o
processamento e estocagem de um alimento. Desta forma pode-se verificar que a
bebida elaborada foi armazenada sob condigoes satisfatérias (SIQUEIRA, 1995).

De acordo com a portaria n° 451/97, DINAL/ MS, a bebida lactea fermentada
apresentou padrées microbiolégicos situados dentro dos limites estabelécidos para
leites fermentados, mostrando excelente qualidade microbioldgica, durante o periodo de
estocagem.
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4.7. CARACTERIZAGAO DA FARINHA DE MANDIOCA BIOTRANSFORMADA

Apés separagdo da fragdo sobrenadante (bebida lactea), por filtracdo, a fracdo
sélida foi seca em estufa com circulagao for¢cada de ar por um periodo de 20 horas a
45°C. A farinha seca (FIGURA 27) apresentou um teor de umidade de 7,32% e
atividade de agua de 0,31 a uma temperatura de 22°C.

| FARINHA DE MANDIOCA FARINHA DE MANDIOCA |
NORMAL FERMENTADA

FIGURA 27 — FARINHA DE MANDIOCA ANTES E APOS A FERMENTAGAO.

Foi realizada contagem de células em agar MRS e MRS modificado para saber
se ainda existiam bactérias probiéticas e amiloliticas na farinha seca. A TABELA 21
demostra as contagens obtidas na farinha de mandioca fermentada. Na analise
microbiolégica da farinha de mandioca obtida do comércio (antes de ser autoclavada e
fermentada), as coldnias que cresceram em agar padrdo para contagem apresentaram-

se como bactérias gram positivas e esporuladas.

Resultados e Discusséao



98

Foi ainda realizada a composigdo centesimal da farinha de mandioca antes e
depois de fermentada para observar as alteragées na composicao iniciai desta farinha,
conforme representado na TABELA 21.

Observa-se também na TABELA 21, que houve um incremento consideravel na
quantidade de proteinas (de 0,75% para 2,99%), lipidios (de 0,76% para 1,12%) e no
teor de cinzas (de 0,70% para 2,26%). Estes valores sao atribuidos ao crescimento
microbiano e a adigao do soro de leite, que contribui para o aumento dos teores desses
trés componentes.

TABELA 21 — COMPOSIGAO CENTESIMAL E CONTAGEM DE CELULAS DA FARINHA DE
MANDIOCA ANTES E APOS A FERMENTAGAO.

Componentes Farinha de mandioca antes da Farinha de mandioca
fermentacao (%) fermentada (%)

Proteinas 0,75 2,99
Lipidios 0,76 1,12
Fibras 2,92 2,67
Cinzas 0,70 2,26
Umidade 4,02 7,32
Carboidratos 90,85 83,64
Amido 80,10 64,80
Bactérias amiloliticas (UFC/g) - 3.6 x 10°
Bactérias probidticas (UFC/g) - 9,8 x 10*

Os resultados acima representam a meédia de 5 determinagdes.

Paralelamente a analise centesimal foi ainda realizada uma analise de amido na
farinha fermentada a qual demonstra que houve um consumo real do amido pela
bactéria Lactobacillus plantarum A6 (cepa amilolitica), conforme demostrado na
TABELA 21.
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5. CONCLUSOES

A relagdo temperatura e tempo de 80°C por 20 min para o tratamento térmico do
soro de leite mostrou-se eficiente na destruicdo da flora microbiana naturalmente
presente, sem haver precipitagdo das proteinas.

A otimizagdo demostrou que os melhores parametros fermentativos foram: tempo
de fermentagdo de 16 horas, taxa de inoculo de 16%;, temperatura de incubagdo de
35°C e concentragdo de farinha de mandioca de 20%.

Apos 16 horas de fermentagdo a bebida lactea apresentou pH de 4,07, acidez
titulavel em &cido lactico de 1,050, 39,2 g/L de aglcares redutores, 2,80 x 10° UFC/mL
de bactérias lacticas amiloliticas e 2,28 x 10° UFC/mL de bactérias probiéticas.

A produgdo de acido lactico foi acompanhada por injegdo em cromatografo
liquido (CLAE), resultando em 1,25% apo6s 16 horas de fermentagdo. A analise em
CLAE demonstrou que a glicose produzida pelo microrganismo foi rapidamente
convertida em &cido lactico confirmando os dados publicados por GIRAUD et al. (1991).

A andlise sensorial demonstrou que a formulagdao contendo 36% de suco de
goiaba, 10% de agucar, 54% de bebida fermentada recebeu as maiores médias entre
os julgadores, porém estatisticamente nao foi comprovado diferenga significativa entre
as amostras (Formulagéo I: 46% de suco de goiaba, 10% de agucar, 44% de bebida
fermentada e Formulagéo L: 65% de suco de péssego, 1% de agucar, 34% de bebida
fermentada).

Constatou-se a homogeneidade do grupo de julgadores selecionados devido as

respostas coincidentes da mesma formulagdo com codificagées diferentes em periodos
distintos.
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A bebida lactea manteve a qualidade fisico-quimica e microbiolégica no decorrer
do periodo de 28 dias de estocagem a 4°C, exibindo desejavel contagem celular das
culturas especificas utilizadas.

A farinha lactea fermentada apés secagem (atividade de agua de 0,31 a 22°C)
apresentou 20% menos amido que a farinha nao fermentada, um aumento de 75% de
proteinas e contagem celular de 3,6 x 10° células amiloliticas/g e 9,8 x 10* células
probiéticas/g.

A elaboragao de bebida lactea empregando soro de leite, farinha de mandioca e
bactérias lacticas amiloliticas e probiéticas constitui uma alternativa de grande interesse
econémico, por se tratar de matérias-primas de baixo custo que sdo capazes de
agregar valor nutricional e funcional ao produto.
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ANEXO 1

UFPR

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

CONVITE

Vocé gostaria de participar de uma equipe de analise sensorial de
bebida lactea?

Inscreva-se !
Requisitos: - aluno, professor ou funcionario da UFPR,

- possuir horario disponivel no periodo da manha ou
tarde (max. 30 min)

- se selecionado, comprometer-se a realizar os
testes até o fim

Local de inscrigédo: Laboratério de Processos Biotecnolégicos
Periodo de Inscri¢do: 06/06/00 a 15/06/00

Realizacdo das anadlises: Bloco A — Usinas Piloto — Laboratério de
Analise Sensorial

Falar com: Maria Carolina ou Nadia



ANEXO 2

Ficha de Inscrigédo:
Data:__/__/00

Dados Pessoais

Nome completo:
Enderego:
Telefone: Idade:
Sexo: Formagao:

Responda as perguntas abaixo e, no caso de duvidas, pergunte.
Todas as respostas sdo de carater sigiloso.

| Habitos Alimentares

1 - Vocé faz alguma dieta alimentar? Qual?

2 —Vocé tem o habito de consumir bebidas lacteas? Quais?

| Saude

1 - Possui rinite, sinusite, gastrite ou diabetes?

2 - Vocé tem algum tipo de alergia a algum alimento e/ou bebida? Se positivo,
especifique.

4 - Vocé faz uso de algum medicamento que possa afetar ou interferir
especificamente no seu olfato?

5 - Vocé usa protese dentaria?




| Habitos

1 - Vocé fuma? Com que frequéncia?

2 - Vocé usa perfume? Com qual frequéncia?

| Possibilidade de Tempo

1 - Em qual dia da semana (manha, tarde e horario) vocé tem disponibilidade para
participar da analise sensorial com regularidade?

2 - Qual é o seu periodo de férias?

3- Comentarios de seu interesse.

Assinatura

Muito obrigado!!!



ANEXO 3

TESTE DO PERFIL DE CARACTERISTICAS

Produto: bebida lactea fermentada
Nome:
Data: __/ [/

Instrugbes: Ordene as amostras de acordo com a preferéncia, seguindo a escala abaixo.

1- Péssimo
3- Bom
5- Excelente

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

Aparéncia

Cor

Aroma

Textura

Sabor

Observagoes:




ANEXO 4

ESCALA HEDONICA

Produto: bebida lactea fermentada
Nome:
Data: __/_/

Instrugdes: Avalie cada amostra usando a escala abaixo para descrever o quanto vocé gostou ou
desgostou da amostra.

1- Desgostei muitissimo
2- Desgostei muito

3- Desgostei regularmente
4- Desgostei ligeiramente
5- Indiferente

6- Gostei ligeiramente

7- Gostei regularmente

8- Gostei muito

9- Gostei muitissimo

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

O |0 |IN OO0 bW N =

Observacgbes:




ANEXO 5

TESTE DE ORDENAGAO

Produto: bebida lactea fermentada
Nome:
Data: _/_/

Instrucdes: Ordene as amostras de acordo com a preferéncia, seguindo a escala abaixo.

1- Gostou mais
3- Gostou menos

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

Preferéncia

Observagdes:




ANEXO 6

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA DOS VALORES OBTIDOS PARA AS TRES
FORMULAGOES (I, Je L).

Fontes de variagdo | Graus de liberdade Soma dos Quadrado médio Distribuigdo
quadrados estatistica

Amostras 2 19,5 9,75 2,035©

Julgadores 11 38,75 3,52 0,73

Residuo 22 105,5 4,79

TOTAL 35 163,75

ns — n3o significativo




