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Resumo

O objetivo desta pesquisa foi desenvolver bebidas fermentadas por microrganismos probidticos em
diferentes concentracfes de agua e extrato soltvel de soja. Foram desenvolvidas 8 formulagdes,
sendo que 4 destas foram fermentadas individualmente por Lactobacillus acidophilus e 4 por
Bifidobacterium bifidum. Apos desenvolvimento destas, escolheu-se a que melhor se caracterizou
como bebida e foi obtido um produto “mix” de bactérias probioticas, com indice de aceitabilidade
de 81,33%. Em relac@o a quantificacdo de bactérias probioticas, em todas as formulacdes houve
crescimento superior a 10° UFC/mL/g. A analise de pH, mostrou que todas as formulaces de
bebidas apresentaram-se dentro dos padrdes adequados para promover a coagulacdo das
proteinas e conseqiiente formacéo de gel nas bebidas.

Palavras chave: probioticos; extrato soltivel de soja; bebida probidtica fermentada.

1. Introducao

Alimentos funcionais sdo definidos pela Secretaria de Vigilancia Sanitaria, do Ministério da
Saude, como sendo "aquele alimento ou ingrediente que, além das funcdes nutritivas basicas,
quando consumido como parte da dieta usual, produza efeitos metabdlicos e/ou fisiologicos e/ou
efeitos benéficos a saude, devendo ser seguro para consumo sem supervisdo médica” (BRASIL,
RDC 18/99).

A soja e seus derivados tém recebido atencdo dos pesquisadores, principalmente devido a
grande quantidade e qualidade de sua proteina, sendo ela, dentre os vegetais, 0 melhor substituto de
produtos de origem animal, além de ser uma importante fonte de fibras, oligossacarideos com
potencial prebidtico como rafinose e estaquiose, vitaminas e minerais (FUCHS et al., 2005).

Um dos mais conhecidos produtos da soja ¢ o extrato hidrossoluvel de soja (“leite de soja”),
sendo este obtido através da selecdo, maceracdo, tratamento térmico, coccdo e posterior
centrifugacdo da semente de soja (MIYASAKA e MEDINA, 1981).
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A utilizacdo do extrato soltvel para a fermentacao de bactérias probidticas tem sido utilizada
com o proposito de melhorar o sabor e aceitacdo do produto, pois, o0 sabor da soja assim como 0s
oligossacarideos ndo digeriveis sdo obstaculos que limitam a sua ingestdo (SILVA apud
KOMATSU et al., 2008),

A utilizacdo de bactérias probidticas como os Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium
bifidum para a fermentacdo do extrato sollvel de soja e obtencdo de uma bebida fermentada
probidtica, além de ser uma alternativa para melhorar a aceitacdo do produto, pode contribuir para a
salde intestinal do individuo, e consequentemente, estimulagdo do sistema imunolégico, pois,
conforme descrito por Ferreira e Kussakawa (1999), esses microrganismos agem por excluséo
competitiva, aderindo a sitios especificos localizados no epitélio intestinal diminuindo dessa
maneira a colonizagdo por microrganismos patogénicos.

Probidticos sdo definidos como microrganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio
microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a satde do individuo (BRASIL, RDC 02/2002).

Para que um microrganismo seja considerado probiotico, deve ser habitante normal do trato
gastrintestinal, sobreviver a passagem pelo estbmago e manter a viabilidade e atividade no intestino,
ser resistente a bilis e as enzimas pancredticas, ter uma boa adesdo as células da mucosa intestinal,
ter uma boa capacidade de colonizacdo, produzir substancias antimicrobianas contra bactérias
patogénicas e ndo realizar translocacdo (SAAD, 2006; SA, 2004).

Conforme descrito por Hauly et al. (2007), o extrato de soja, assim como o leite, € adequado
para o crescimento de bactérias laticas. Os oligossacarideos (rafinose e estaquiose), aminoacidos e
peptideos presentes na soja estimulam crescimento microbiano. Sendo assim a bebida fermentada
de soja, obtida por meio da fermentacdo através da acdo de microrganismos probioticos apresenta
caracteristicas sensoriais semelhantes as do iogurte tradicional.

Conforme recomendacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2008), para um
produto probidtico possa apresentar a alegacdo de promocdo de salde no seu rotulo, deve
estabelecer a quantidade minima viavel da cultura, e esta deve estar entre10® a 10° UFC (Unidades
Formadoras de Coldnias) por mL do produto.

Diante da procura dos consumidores por alimentos mais saudaveis, capazes de trazer
beneficios extras a saude, e dos potenciais efeitos benéficos da soja e dos probidticos, esta pesquisa
teve como objetivo desenvolver bebidas a base de soja, com microrganismos probidticos, a fim de

verificar a melhor combinacéo para aceitabilidade do produto.
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Material e métodos

Desenvolvimento das formulacdes de bebidas fermentadas de soja

As culturas laticas utilizadas na pesquisas foram doadas pela empresa CHR. HANSEN -
Valinhos/Sao Paulo. Sendo estas: Cultura Probidtica: Bio Rich® — fermento lactico probidtico que
contém culturas selecionadas e superconcentradas de L. acidophilus LA-5 e Bifidobacterium
bifidum BB-12.

Foram desenvolvidas quatro formulagdes com diferentes concentracdes de extrato soltvel de
soja e dgua. Cada formulacdo foi fermentada individualmente por L. acidophilus LA-5 e por
Bifidobacterium bifidum BB-12, totalizando oito preparacdes. Na Tabela 1 estdo apresentadas as

formulagOes desenvolvidas.

Tabela 1 - Formulaces desenvolvidas de bebidas fermentadas em extrato solUvel de soja

Ingredientes Formulac@es para 1 litro de bebida fermentada
(Lactobacillus acidophilus LA-5 e por Bifidobacterium bifidum BB-12)
1 2 3 4
Agua 50% 500 mL 30% 300 mL 40% 400 mL - -
Extrato sol(vel de soja 50% 500 mL 70% 700 mL 60% 600 mL  100% 1000 mL
Glicose 8% 80g 8% 80g 8% 80g 8% 80g
Leite em po 11,50% 1159 11,50% 1159 11,50% 115g 11,5% 115g

As concentracdes dos demais ingredientes foram mantidas iguais em todas as formulacgdes,
tomando-se como valores de referéncia para a padronizacdo das bebidas, as mesmas utilizadas para
a producéo de iogurtes tradicionais, ou seja, glicose (maximo 30%), teor de s6lidos (maximo 15%)
e bacteérias probidticas (1:1) (LIMA et al., 2006; TAMINE & ROBINSON, 1991, BEHMER, 1999).

Durante a producdo das bebidas e das culturas starters, foram adotadas boas praticas de
fabricacdo, para a seguranca necessaria ao produto final, evitando-se contaminacGes fisicas,
quimicas e microbiologicas. As bebidas foram desenvolvidas e testadas no laboratério de técnica
dietética do CESCAGE.

Preparo das culturas lacticas

As culturas lacticas liofilizadas de L. acidophilus e Bifidobacterium bifidum foram
reativadas em leite longa vida integral em tempo e temperatura de producdo do iogurte tradicional
como recomenda Tamine & Robinson (1991). Utilizou-se a dose recomendada pelo fabricante
CHR-HANSEN, que é de 1 g de cultura probiotica para 1 litro de leite. Apds a reativacéo, retirou-se
10 mL de cada uma das culturas e acondicionou-se em sacos plasticos distintos, num freezer em
temperatura de -18°C, para posterior producéo das bebidas fermentadas. Cada amostra de 10 mL de

cultura produz 1 litro de bebida fermentada de extrato soltvel de soja.
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Processo de producéo das bebidas

Aqueceu-se 0 extrato sollvel soja a temperatura de 43°C, adicionou-se leite em pé e a
glicose, (tabela 1) e 10mL da cultura pura probidtica, colocou-se em estufa na temperatura de 43 °C
por 6 horas para fermentacdo. Ap6s a fermentacdo, o produto obtido foi armazenado em
temperatura de refrigeracdo de 7-10 °C (TAMINE e ROBINSON 1991; PINHEIRO e PENNA
2002).

Para a determinacdo do pH nas amostras de bebidas fermentadas de soja, utilizou-se a

metodologia descrita por Association, 1990; Cimiano, 1982 e Lanara, 2003.

Analises microbioldgicas

Para contagem de bactérias lacticas, as metodologias foram adaptadas do Manual Técnico
de Microbiologia do Instituto de Alimentos — ITAL (SILVA et al. 1995), Anderson (1992) e
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods (1992).

Utilizou-se Agar de Man & Sharp (MRS), incubou-se as placas em jarra de anaerobiose a

37°C por 72 horas, apos esse periodo, realizou-se contagem microbiolégica manualmente.

Analise sensorial
Aplicou-se o teste de Escala Hedbnica de 9 pontos, conforme Figura 1, onde 1 correspondeu

“desgostel muitissimo™ e 9 “gostei muitissimo”.

Figura 1 - Escala hed6nica utilizada na analise sensorial

TESTE DE ESCALA HEDONICA,

MNome:
Curso:

Avalie a amostra usando a escala
abaixo para descrewver o quanto gostou
ou desqgostou do produto:

1 — Desgostel muitissimo

2 — Desgostei muito

2 — Desgostei regularmente

4 — Desgostel ligeiraments

S — Indiferente

G — Zostel ligeiramente

T — Zostel reqularmente

8 — Gostel muito

9 — Sostel muitissimo

MNota atribuida a amostra:
Comentarios:

Fonte: DUTCOSKY, 1996.
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Foram recrutados 100 provadores ndo treinados, com idade entre 15 e 50 anos, de ambos 0s
sexos, constituidos por funcionérios e académicos dos cursos superiores do CESCAGE, cuja
selecdo se deu por afeigdo ao produto, assinatura e entendimento do termo de consentimento livre,
ndo apresentar intolerancia a soja e a lactose, ter disponibilidade em participar do teste, ndo
apresentar aversao a nenhum dos ingredientes do produto, estar tranquilo para a realizacdo do teste
e ndo apresentar infecgdes bucais ou problemas dentéarios (DUTCOSKY, 1996).

O teste de aceitacdo do produto, o qual avalia o quanto um consumidor gosta ou desgosta de
um determinado produto, foi realizado no laboratdrio de técnica dietética do CESCAGE onde cada
provador recebeu 30 mL da amostra de bebida fermentada a base de extrato solivel de soja numa
temperatura de 5-8°C, em copos plasticos com capacidade para 50 mL, codificados com numeros
aleatorios de 3 digitos (DUTCOSKI, 1996).

2. Resultados e discusséo
Desenvolvimento das formulacdes e valores de pH

Nas fermentacdes individuais (Bifidobacterium bifidum / Lactobacillus acidophilus), o
tempo de fermentacdo foi de 6 horas, a temperatura de 43 °C. Os valores de pH encontrado nas
bebidas apds fermentacdo foram entre 4,4-5,0, valores que de acordo com Fuchs et al. (2005), séo
considerados ideais para promover a coagulacao das proteinas, conseqlientemente, formacéo de gel.
Adotou-se nesta pesquisa um valor de pH maximo de 5,0, os valores de pH para as diferentes
formulagdes encontram-se dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores de pH para as formulacdes contendo Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium bifidum

Formulacéo BB12 pH LAS5pH Padrdes Fuchs et al. (2005)

1 4,6 4,70 45-50
2 4,6 50 45-50
3 50 4,5 45-50
4 50 50 45-50

Conforme descrito por Branddo (1995), o valor do pH é importante, pois, 0 iogurte ou
bebida com baixa acidez (pH >4,6) favorece a separacédo do soro, onde o gel ndo foi suficientemente
formado, por outro lado, em pH < 4,0, ha contracdo do coagulo devido a reducdo da hidratacdo das
proteinas, e isso leva ao dessoramento, porém esse fendmeno ndo foi observado em nenhuma das
formulagdes produzidas.

Apos a producdo de todas as formulacGes, escolheu-se a formulacdo de nimero 1 como a
que melhor apresentou caracteristicas de bebida, ou seja, onde o provador ndo necessitaria de uma
colher para degustar o produto. Para a fermentacdo desta bebida utilizou-se as duas linhagens de

microrganismos, obtendo-se uma bebida mix.
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Para a bebida mix o tempo de fermentacdo foi de 12 horas, isto € o dobro de tempo das
formulacbes onde as bactérias probioticas fermentavam individualmente, isso pode ter ocorrido
devido a baixa atividade de crescimento das bactérias probidticas juntas, em meios com alta
quantidade protéica (OLIVEIRA & DAMIN, 2007).

Apesar da ocorréncia do fendmeno de alteracdo de tempo de fermentacdo, o pH encontrado
apos fermentacgdo no produto mix foi de 4,5, estando de acordo com Fuchs et al. (2005).

Analise microbioldgica

Em relagdo a quantificacdo de bactérias lacticas, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) recomenda para que ocorra a promocdao da saude e conseqlientemente
efetivacdo dos beneficios a dose terapéutica recomendada de bactérias probi6ticas devem ser
superiores a 10° UFC/mL, fato o qual foi observado em todas as bebidas produzidas, estando estas
dentro destes padrdes estabelecidos. Na Tabela 3 podemos observar os valores quantificados de

bactérias probioticas.

Tabela 3 - Quantificacdo de bactérias lacticas nas amostras

Formulac@es 1 2 3 4 MIX
DILUICOES LA5 BB12 LA5 BB12 LA5 BB12 LA5 BBI12 LA5+BB 12
10" >250 >250 >250 >250 >250 >250  >250  >250 >250
10 >250 >250 >250  >250 >250  >250  >250  >250 >250
10° >250 >250 >250  >250 >250  >250  >250  >250 >250
10* >250 >250 >250 >250 >250  >250  >250  >250 >250
10° 11 >250 197 48 >250  >250 29 >250 >250
10° 11 114 25 14 38 >250 25 55 >250
107 3 75 16 7 16 29 14 10 132
10°® 7 55 15 3 9 10 7 5 83

E primordial que as bactérias lacticas e as bactérias bifidas estejam abundantes no produto
final, pois além de oferecer os beneficios discutidos nesta pesquisa, também aumentam a vida de
prateleira do produto, devido a formacdo de compostos metabdlicos como &cido lactico, acido
propibnico, diacetil, também auxiliam na formacdo das caracteristicas especificas do produto e
produzem substancias antagdnicas que exercem efeitos inibitorios nas bactérias Gram-negativas, as

quais sdo responsaveis pela deterioracdo do produto (BROWN et al., 2003).

Analise sensorial

A nota média atribuida a bebida probiotica de soja pelos 100 provadores foi de 7,32. O
indice de aceitabilidade da bebida foi de 81,33%, 0 que reflete a alta aceitabilidade desse produto
pelos provadores, visto que o produto é considerado aceito sensorialmente quando o indice de
aceitabilidade for igual ou superior & 70% (TEIXEIRA; MEINERT & BARBETTA, 1987). Este
teste indicou que 10% dos provadores gostaram ligeiramente da amostra, 31% gostaram

regularmente, 31% gostaram muito e 22% gostaram muitissimo do produto.
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Em relagdo as notas atribuidas das escalas 1 (desgostei muitissimo) a 5 (indiferente), 2%
desgostaram regularmente, 2% desgostaram ligeiramente, 1% foi indiferente. Essas notas podem ter
sido atribuidas por pessoas que preferem produtos mais adocicados, ja que a questdo do teor de
acucar foi item de comentéario sobre o produto. Na Figura 2 podemos observar as porcentagens de
aceitabilidade do produto.

Figura 2 - Resultados de porcentagem de aceitabilidade da amostra de bebida fermentada de soja.

35 3T 3T
30

01 — Desgostei muitissimo
25 B 2 — Desgostei muito
0O 3 — Desgostei regularmente

20 O 4 — Desgostei ligeiramente
15 B 5 — Indiferente
10 06 — Gostei ligeiramente
10 B 7 — Gostei regularmente

5 5 3 08 — Gostei muito
0 0 1 B 9 — Gostei muitissimo

\Y
N

Porcentagens

Escala hedbnica

Dos cem provadores que participaram do teste, 22% fizeram comentarios, sendo que 19%
deles foram a relagdo ao sabor, que foi considerado pouco doce, 2% em relacdo a baixa acidez e 1%

relatou que produto ndo agradou. .

3. Concluséo

O estudo realizado para pesquisa e desenvolvimento de bebidas fermentadas por bactérias
probidticas em extrato soltvel de soja nos permite concluir que:

A concentracdo de agua e extrato solivel de soja utilizada na formulacdo nao prejudicou a
fermentacao por bactérias probioticas;

A formulagédo de nimero 1, desenvolvida a partir de 50% agua, 50% extrato soluvel de soja,
8% glicose e 11,5% de leite em po, foi escolhida, entre as formula¢des desenvolvidas, como a que
apresentou melhores caracteristicas para a bebida em questdo, sendo entdo, estipulada como
formula padrdo para a fermentacdo do mix de bactérias probidticas;

Na quantificacdo de bactérias probioticas, as culturas desenvolveram-se bem em todas as
formulagdes, havendo crescimento adequado em 100% das bebidas, produzidas em quantidade de
microrganismos Vviaveis, ativos e vivos desejaveis no produto final, conforme recomendacdo da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, ou seja, 102UFC/mL/g;

O indice de pH da bebida apresentou-se adequado, ou seja, entre 4,5 - 5,0.

O produto desenvolvido obteve 81,33% de aceitabilidade, sendo que se sugere a adaptagéo
do dulgor da bebida, fator que sera corrigido futuramente.
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Abstract

The objective of this research was to develop drunk fermented by probiotic microorganisms in
different concentrations of water and soybean milk. 8 formulations were developed, and 4 of these
were fermented individually by Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium bifidum by 4. After
development of these, the one was chosen that better it was characterized as drink... From this, we
obtained a product mix of probiotic bacteria, with an index of acceptability of 81.33%. in relation to
the quantification of probiotic bacteria in all crops of the formulations there was superior growth the
10® UFC/mL/g. The physical-chemical analysis of pH showed that all formulations of drinks were
within the standards appropriate to promote the coagulation of proteins and subsequent gel
formation in beverages.

Key-words: probiotics; soybean milk; fermented probiotic drink.
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