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RESUMO

As bebidas probidticas fermentadas a base de soja s3ao uma opgao
disponibilizada para o mercado de bebidas lacteas, sucos e outros alimentos
liguidos. Para a industria de alimentos atender ao desafio da demanda de novos
produtos a simplificacao tecnoldgica do processo produtivo € um dos fatores
facilitadores a insercao de mercado. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
adequacao de processo para fermentagdo, por bactérias probidticas, de bases
liguidas de soja obtidas a partir do grao, da farinha e do extrato em po, de
modo a dispor de tecnologia para produgao industrial da bebida com diferentes
matérias-primas. As bases liquidas foram submetidas ao mesmo processo base
de formulagdo com sacarose, fosfato tricalcico e sorbato de potassio dispersos
em agua. Em seguida as bebidas de soja foram pasteurizadas a 70°C/2min e
resfriadas a 42°C, para fermentacao até pH final de 49 a 4,8
por Bifidobacterium animalis e por Lactobacillus acidophilus. No final do
processo, as bebidas fermentadas foram resfriadas, embaladas em garrafas
plasticas e estocadas a 8°C. As bactérias probidticas apresentaram potencial
fermentativo nas trés bases liquidas estudadas e as bebidas finais atenderam a
legislacdao brasileira que estabelece a concentragdo minima de 8 log UFC por
porcao (100mL da bebida) durante pelo menos 45 dias de estocagem
refrigerada a 8°C. Assim, foi comprovada a adequagao do processo para as trés
matérias-primas, que com este Mestrado Profissional passou a ser uma
tecnologia conjunto Embrapa e IFR] para a sociedade brasileira.

Palavras-Chave: Bebida de soja, Extrato de soja em pd, Farinha de soja,

Probidticos.

88
Alimentos: Ciéncia, Tecnologia e Meio Ambiente — Vol.3 — N.3



+
C o
.T ) (97 9 INSTITUTO FEDERAL DE
ALIMENTOS |
1. INTRODUGAO

A sociedade vive em um ritmo cada vez mais acelerado e, devido as
mudangas dos habitos alimentares e do estilo de vida, surgem diferentes
problemas de saude e doencas. Dessaforma, os alimentos saudaveis com
propriedades funcionais sao uma excelente alternativa para melhorar a
qualidade de vida, o bem-estar e prevenir doengas. Neste contexto, observa-se
um numero crescente de pessoas em busca de uma alimentacdo saudavel, de
alimentosfuncionais, com elevada concentracgao de fibras, com teores reduzidos
de gorduras e deacucares (SAAD et al., 2013).

Os alimentos funcionais caracterizam-se por oferecer varios beneficios a
saude, além do valor nutritivo inerente a sua composicao quimica, podendo
desempenhar um papel potencialmente benéfico na reducao do risco de
doengas cronicas ndo degenerativas, como cancer e diabetes, dentre outras
(BRASIL, 2008; SAAD et al., 2013).

Internacionalmente, utiliza-se a definicdo de que probidticos: sao
microrganismos vivos, que administrados em quantidades suficientes, conferem
beneficios a microbiota instestinal humana (SANDERS, 2009). As principais
bactérias consideradas benéficas a flora intestinal mais utilizadas pela industria
sdo as espécies de Lactobacillus acidophilus e de Bifidobacterium animalis. Para
que haja um efeito clinico considerado probiotico, a quantidade minima viavel
deve estar situada na faixa de 8 a 9 log UFC/mL na recomendagao diaria do
produto pronto para o consumo (CHARTERIS, 1998 agpud MANZONI et al.,
2008; BRASIL, 2008).

O papel cada vez mais influente da industria de alimentos sobre a dieta e
estilo de vida da populacao vem acompanhado do desafio de atender a
demanda dos consumidores por produtos que sejam saborosos, visualmente
atrativos e que, ao mesmo tempo, visem a saude e o bem-estar (SAAD et al,,
2011). As bebidas vegetais sao uma alternativa aos produtos lacteos, estdao
entre os itens que mais crescem no segmento de nao alcodlicos. A demanda
por bebidas a base de soja, castanhas, graos, sementes e outros cereais cresce

em todas as regioes do globo. Seja por adesao aos produtos saudaveis ou por
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intolerancia a lactose, o certo é que cada vez mais consumidores sao atraidos
pelos produtos fabricados com vegetais (PARRA, 2015). O extrato de soja tem
sido usado como meio de cultura para o crescimento de bactériasacido-lacticas,
além do desenvolvimento de produtos fermentados como o queijo (tofu) e o
iogurte de soja (GARRO et al., 2004). O obetivo deste estudo foi verificar a
adequacao de processo de fermentacao, por bactérias probidticas, de bases
liguidas de soja obtidas a partir do grao, da farinha e do extrato em po, de
modo a dispor de tecnologia para producao industrial da bebida com diferentes

matérias-primas.

2. MATERIAL E METODOS

As bebidas foram elaboradas em Planta Piloto de Processamento de
Alimentos e analisadas nos Laboratérios de Cromatografia Liquida, Fisico-
Quimica e Microbiologia da Embrapa Agroindustria de Alimentos.

As bebidas de soja foram preparadas com trés tipos de matérias-primas: i)
graos de soja da variedade BRS — 232 (GS); ii) extrato de soja em po; iii)
farinha de soja. O grao empregado na producao da farinha de soja também
era da variedade BRS — 232, enquanto a variedade do grao empregado na
producdo extrato de soja em pd era desconhecido.

Os aditivos utilizados na formulagao das bebidas incluem: sacarose (Camil
Alimentos, Araquari - SC), fosfato tricalcico (Granotec do Brasil S.A., Curitiba -
PR) e sorbato de potassio (Tate & Lyle Gemacom Tech Ind. e Com. S.A., Juiz
de Fora - MG).

Os fermentos probidticos empregados foram os seguintes: Bifidobacterium
animalis ssp. Lactis BB-12 (Chr. Hansen Ind. e Com. Ltda., Valinhos - SP) e
Lactobacillus acidophilus La- 14 (Chr. Hansen Ind. e Com. Ltda., Valinhos - SP).
Os fermentos foram adquiridos na forma liofilizada, em sacos laminados, e

armazenados em congelador até o momento de uso.

2.1METODO
2.1.1 Preparacao das bases liquidas de soja
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As trés bases liquidas foram produzidas a partir dos seguintes processos,

conforme Figura 1: base liquida obtida pelo processamento do grdo em extrato

de soja liquido (ESL); base liquida obtida a partir da farinha de soja (FS) e base

liquida obtida do extrato de soja em pd (ESP).

'

PROCESSO PILOTO
(FELBERG et al., 2009)
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Figura 1. Fluxograma de processo das bebidas de soja fermentadas com

probidticos.
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A base liquida ESL foi obtida de acordo com o processo descrito em Felberg et
al. (2009). Os graos de soja foram descascados, cozidos e, ap0s trituracao,
procedeu-se a centrifugagao utilizando membrana para separacao da okara, fracao
composta por fibras, proteina, lipidios e outros constituintes.

A base liquida FS foi elaborada a partir da mistura da farinha com agua. A
base liquida ESP foi produzida da mesma forma, pela mistura do pd com agua. Em
seguida, as trés bases liquidas de soja foram submetidas ao processamento para
producdo das bebidas fermentadas com probidticos.

A farinha de soja empregada nos experimentos foi obtida pela moagem do grao
de soja descascado, sem a adicdo de agua ou qualquer outra substancia, e
posteriormente torrados, nao havendo extragao ou filtragao para a retirada das fibras
do produto. Essa farinha contém tanto os sodlidos soliveis quanto a okara do
cotilédone do grdo.

O extrato de soja em po utilizado consiste em um ingrediente alimenticio obtido
em processo tecnoldgico que inclui uma etapa de secagem em spray-dryer do
extrato liquido do grao. Esse produto ndao contém a okara, sendo composto
essencialmente dos solidos soluveis do cotilédone, da mesma forma que a ESL.

Os métodos de elaboracao da bebida fermentada de soja, os fisico-quimicos e os
microbioldgicos utilizados em todo o processo de producao e acompanhamento da
evolucao da fermentacao e da estabilidade da bebida fermentada sao descritos a
seguir. Os métodos fisico-quimicos e microbioldgicos utilizados no periodo de analise

de vida de prateleira do produto tiveram a periodicidade de 1, 4 e 6 semanas.

2.1.2 Producao das bebidas de soja fermentadas com probioticos

Os trés tipos de bebidas de soja empregadas na fermentacao com probidticos
foram os seguintes: i) bebida elaborada a partir do extrato de soja liquido (ESL),
obtida de acordo com Felberg et al. (2009); ii) bebida elaborada pela reconstituicao
do extrato de soja em po (ESP);

iii) bebida elaborada pela formulacdo da farinha de soja (FS) com agua.

A primeira etapa de processo apOs preparacao das bebidas de soja foi a
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mistura de 6 % (m/m) de sacarose, 6% (m/v) de extrato de soja em po, 6% de
farinha de soja, bebida de soja, 0,4% de fosfato tricalcico e 0,1% de sorbato de
potassio.

Os ingredientes e aditivos foram adicionados a agua e misturados em jarras
de aluminio com auxilio de colher de aco inoxidavel. As bebidas foram aquecidas e
submetidas a pasteurizacao lenta em fogao até atingir a faixa de temperatura de 70
a 75°C por 2 min. O resfriamento foi efetuado em um banho de agua a temperatura
ambiente até as bebidas atingirem a faixa de temperatura de 45 a 40°C. Durante
todo o processo, as jarras de aluminio permaneceram tampadas, de modo a
minimizar a contaminagdo ambiental. As tampas das jarras de aluminio tinham
perfuragdes que permitiam a insercao das sondas de medida de temperatura e pH.

Os recipientes com as bebidas ja resfriadas foram acondicionados em banho
termostatico sem agitacao, mantida a temperatura constante de 44°C. Paralelamente
ao processo de resfriamento da bebida, ocorria o processo de preparo de cada
cultura a partir da reconstituicao de 1,0 g da cultura liofilizada em 33 ml de solugao
salina 0,5%, pelo periodo devinte minutos. Durante o periodo de reconstituicdo da
cultura, a cada 5 minutos a solugao era agitada de forma delicada. A inoculagao se
deu a partir da adicao de 10 mL da solucao salina contendo inoculo, medidos em
pipeta volumétrica automatica em cada jarra das bebidas de soja, com breve
homogeneizacao aos 2 e 4 minutos posteriores a incubacao (WALTER, 2014).

O processo de fermentacao da bebida foi acompanhado sistematicamente
através da medicao do valor do pH. O acompanhamento do processo de fermentacao
seguiu até os valores atingirem a faixa entre 4,90 - 4,80. O monitoramento do pH foi
realizado com o auxilio do potenciébmetro portatil (Mettler Toledo, SevenGo Duo
PH/Cond SG23 — Schwerzenbach, Suica), por insercao direta do eletrodo (Mettler
Toledo, InLab Expert Pro- ISM-IP67).

Conforme atingiam o valor de pH entre a faixa determinada as jarras contendo
as bebidas foram imersas em banho de gelo e as bebidas resfriadas a temperatura

inferior a 10°C.A estocagem foi efetuada em camara fria a 8 + 2°C.
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2.1.3 Analises fisico-quimicas

2.1.3.1 pH

Os valores de pH foram determinados por método eletrométrico em
potenciémetro digital calibrado com solugdes tampao de pH 7,0 e 4,0, de acordo com
o método da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2010).

2.1.3.2 Acidez total
A determinacao da acidez total foi realizada conforme método volumétrico, por
titulacado com NaOH 0,1 M, de acordo com o método do Instituto Adolfo Lutz (IAL,
1985).

2.1.3.3 Composicao centesimal
A composicao centesimal das bebidas fermentadas de soja de foi determinada

segundo as seguintes metodologias:

2.1.3.3.1 Umidade. método gravimétrico, com temperatura de 70°C, com
adicdo de nitrogénio, até peso constante da amostra (IAL, 1985);

2.1.3.3.2 Cinzas. método gravimétrico por incineracao, com temperatura de
550°C, com adigdo de oxigénio, até peso constante da amostra (IAL, 1985);
2.1.3.3.3 Proteina bruta: metodologia de Kjeldahl (AOAC, 2010) por digestao
com adicao de acido sulfurico, destilacao e titulacdo com acido cloridrico 0,1N. O
fator de correcao utilizado foi 6,25;

2.1.3.34 Fibra alimentar. enzimatico-gravimétrico, por hidrolise dos amidos e
digestdo enzimatica com protease, com posterior precipitacao das fibras soluveis,
filtracao, secagem e pesagem (IAL, 2008);

2.1.3.3.5 Lipidios totais. método por hidrdlise acida (Extrator automatico de
gordura), conforme Association of the Official Analytical Chemists - AOCS (2005);
2.1.3.3.6 Carboidratos. calculado pela diferenca centesimal da soma da

umidade, cinzas, lipidios, proteinas e fibra alimentar, segundo a legislacdo vigente
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(BRASIL, 2003).

2.1.4 Analises microbiologicas

2.1.4.1 Viabilidade dos microrganismos probidticos

A contagem total de bactérias lacticas foi realizada nos tempos 1, 4 e 6
semanas de armazenamento a 8°C, nas amostras das bebidas de soja fermentadas:
ESL, ESP e FS. O método utilizado foi o de contagem em placa, que é a técnica mais
utilizada na determinacao do tamanho de uma populagao bacteriana e quantifica
apenas células viaveis. Empregando o método de diluicdo em série, de cada amostra
foi retirado, assepticamente, aliquota de 10 mlLe transferida para um frasco de
diluicdo contendo 90 mL de agua peptonada 0,1% (diluicao 101). A partir dessa
diluicdo inicial, foram feitas seis diluicdes subsequentes de 1 ml da diluicago em 9 ml
de agua peptonada, obtendo a diluicdo 10~. Visando garantir nenhuma ocorréncia de
erro na contagem do numero de células vidveis por saturacao da placa, 1mL de
amostra das diluigbes 10, 10, 107 foi semeado em placa de Petri com meio MRS
utilizando a técnica de semeadura em profundidade (pour-plate) com adicao de
sobrecamada (THARMARAJ, 2003).

As placas de contendo Bifidobacterium animalis foram incubadas em jarras de
anaerobiose, contendo gerador de atmosfera de CO,, dentro de estufa a 35 °C por
48 horas. As placas contendo Lactobacillus acidophilus foram encubadas em estufas,
sem 0 uso de jarras de anaerobiose, de acordo com o descrito em International Dairy
Federation - IDF (1995)

2.1.4.2 Qualidade higiénico-sanitaria
Nas analises microbioldgicas para verificacdo da qualidade higiénico-sanitaria dos
produtos foram realizadas contagem de coliformes a 45- C, bolores e leveduras,
Salmonellasp, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, de acordo com a metodologia
da American Public Health Association - APHA (2001).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 AVALIACAO DA MATERIA-PRIMA
A tabela 1 apresenta a composicao centesimal, em base Umida, do

grao de soja, da soja descascada, da farinha de soja e do extrato de soja.

Tabela 1. Composicao centesimal das matérias primas (base Umida, em

9/100g).

Analises Grao de soja Grao Extrato em Farinha de

(g/100qg) descascado po soja

Umidade 8,16 7,02 5,60 3,93

Cinzas 4,58 4,71 5,71 3,33

Proteina 33,56 35,94 47,63 42,38

Carboidrato 16,88 16,62 27,39 9,52

Lipidio 22,04 24,56 10,64 29,12

Fibra 14,78 11,15 3,04 11,72

Os graos de soja utilizados sao ricos em proteinas contendo
aproximadamente 33,56 a 35,94 g/100g em sua composicao, possui baixo
teor de lipidios 22,04 a 24,56 g/100g. Tais resultados evidenciam a boa
qualidade nutricional da soja, por ser composta por maior quantidade de
proteinas do que de lipidios. Silva (2005) encontrou resultados um pouco
superiores para os teores de proteinas e inferiores de lipidios: 39,7 e 19
g/100g, respectivamente.

Mesmo com os altos teores de proteina presentes nos graos de soja,
o extrato em pd apresentou maior concentracdo do nutriente, dentre as
quatro matérias-primas analisadas. O extrato em pd tem 47,63 g/100g de
proteina em sua composi¢ao, sendo superior ao minimo recomendado pela
legislacao, que determina 40 g/100g (BRASIL, 2005). Cabral et al. (1993)

sugere que o extrato de soja em pd, por ser obtido por os grdaos de soja
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descascados, provavelmente sofra um aumento relativo dos teores
protéicos. No entanto é o mais pobre em fibras, apresentando 3,04
g/100g, valor cinco vezes menor que o grao de soja inteiro com 14,78
g/100g.

Na farinha de soja foi encontrado maior teor de lipidio: 29,12 g/100g.
Os teores de lipidio dos graos de soja ndo diferem muito do teor
encontrado na farinha, 22,04 g/100g para o grao de soja inteiro e 24,56
g/100g para o grao de soja descascado. Para a semelhanca, destaca-se o
fato da farinha utilizada ser integral, sem processo de desengorduragao. O
extrato de soja em pd apresentou menor teor de gordura, assim acredita-
se que tenha ocorrido processo deextracao do lipidio.

Neste trabalho, a farinha de soja foi assim classificada perante as
caracteristicas tecnoldgicas de seu processo de obtencdao, que em esséncia
envolve a moagem do grao descascado. No processamento da farinha de
soja utilizada, nao ocorre a formacdao de emulsdo aquosa resultante da
hidratacao dos grdos, distincao do processo tecnoldgico dos extratos de
soja. O processo de obtencao da farinha de soja € menos oneroso, pois os
graos de soja sao triturados, sem a adicao de agua ou qualquer outra
substancia, e posteriormente secos ou torrados, ndao havendo extracdao do
oleo de soja ou filtracdo para a retirada das fibras do produto (SEIBEL,
2009).

A revogada Resolucao CNNPA n© 14/78 (BRASIL, 1978) conceituava
a farinha de soja como “produto obtido a partir dos graos de soja
convenientemente  processados até a obtencdo da farinha
desengordurada”. Entretanto, ressalta-se que de acordo com a legislacao
em vigor esse produto pode ser classificado como extrato de soja em po
(BRASIL, 2005). Na atual legislacao, a designagao de farinha ou extrato foi
fixada de acordo o teor proteico minimo, independente do processo de
obtencdo, forma de apresentacdo, finalidade de uso e caracteristicas
especificas.

O extrato de soja, também conhecido como “leite” de soja, era
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conceituado segundo processamento como " produto obtido a partir da
emulsdao aquosa resultante da hidratacdo dos graos de soja,
convenientemente limpos, seguido de processamento tecnoldgico
adequado, adicionado ou ndo de ingredientes opcionais permitidos,
podendo ser submetido adesidratacao, total ou parcial" (BRASIL, 1978). O
processo de producdo do “leite” de soja ndo é capaz de extrair todo o
conteldo de proteinas e dos diversos nutrientes presentes, resultando um
subproduto que consiste em uma “massa inerte” do processo de extracao.
Este subproduto, denominado pelos orientais de okara, apresenta um valor
nutritivo semelhante ao produto de origem (soja) com um elevado teor de
proteinas de grande qualidade. As industrias que elaboram o extrato de
soja destinam o okara, quase que em sua totalidade a alimentagdo animal
ou descartam-no como lixo (PINTO e CASTRO, 2008).

No entanto, a Resolucao-RDC n° 268/2005 da ANVISA (BRASIL,
2005), revoga a CNNPA n© 14/78, e passa a definir os produtos de soja a
partir do teor protéico minimo e ndao mais tecnologia empregada no
preparo, sendo facultativo o emprego de expressdes consagradas pelo
uso, processo de obtencao, forma de apresentacao, finalidade de uso ou
caracteristica especifica.

Segundo Marson (2010), a industria de processamento divide em
duas partes iguais a obtencao de qualquer produto oriundo da soja: a
preparacao e a extracao. A primeira etapa que € a de preparacao consiste
na quebra dos graos, separacao de cascas, condicionamento, laminacao,
expansao e secador de massa. E a segunda etapa do processo que é a
extracaoonde se define o tipo de produto que sera produzido, podendo ser
farelo de soja para consumo animal ou as farinhas, que servirao de base
protéica para a fabricacdo de diferentes produtos para a alimentacao
humana como, por exemplo, o leite e 0 suco a base de soja. Ou também
podendo ser a producdo de dleo de soja. Tal definicdao ilustra o conceito
estabelecido pela RDC 268/2005 da ANVISA (BRASIL, 2005), onde o

processo tecnoldgico utilizado para a obtencdo do produto final ndo é o
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determinante para o emprego das expressoes extrato e farinha.

3.2VIABILIDADE DAS BACTERIAS PROBIOTICAS NAS
BEBIDAS DE SOJA FERMENTADAS

A viabilidade de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis
nas bebidas fermentas de soja elaboradas a partir do ESL, ESP e da FS
durante a estocagem refrigerada a 8°C é apresentada na tabela 2. Para o
alimento seja considerado probidtico, a quantidade minima viavel de
microrganismos, deve estar situada na faixa de 8 a 9 log UFC/mL na
recomendacao diaria do produto pronto para o consumo (BRASIL, 2008).
Considerando uma porcao de bebida de soja de 100 mL, a concentragao
minima de probidticos deve estar na ordem de 10° UFC/mL, em notacao
logaritma o equivalente a 6 log UFC/mL.

Durante as seis semanas de estocagem estudadas as analises
microbioldgicas indicaram uma reducao na concentragdo das duas
bactérias probidtica estudadas na ordem de 1 ciclo logaritmico,
independente da base liquida de soja empregada na produgdo das bebidas

fermentadas.

Tabela 2. Viabilidade de bactérias probiodticas (log UFC/mL) nas trés
bebidas de sojafermentadas durante a estocagem refrigerada a 8° C.

Bactéria Bebida* | Process | Semana 1|Semana 4 | Semana 6
0
1 5,54 6,00 6,56
ESL 2 6,65 6,97 NR*
3 6,61 7,28 6,00
1 7,88 8,40 NR*
Lac'tobac{//us ESP 2 7,69 6,80 6,00
acidophilus 3 8,40 NR* 6,00
1 7,11 7,00 6,00
FS 2 7,11 7,81 6,80
3 6,78 6,00 NR*
1 7,70 8,23 6,00
ESL 2 7,28 8,20 NR*
3 8,70 7,40 NR*
1 7,88 8,26 7,18
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ESP 2 8,18 8,79 NR*

B/'ﬁdob_acte_'r/um 3 8,72 7,91 6,66
animalis 1 6,80 7,99 6,00

FS 2 5,18 6,00 NR*

3 7,49 6,00 6,94

*Bebida fermentada com bactéria probidticaelaborada a partir da seguinte base liquida
de soja: ESL (extrato desoja liquido); ESP (extrato de soja em pd); FS (farinha de soja).
*NR ndo realizado.

Em duas bebidas de soja fermentada — ESL e ESP, que utilizaram o
extrato de soja liquido e em po, respectivamente, as contagens de
Bifidobacterium foram superiores as contagens de Lactobacillus quando
utilizados os mesmos substratos. O comportamento das Bifidobacterium
apresentou-se também mais estavel quando presente no extrato de soja.

Machado (2007), utilizando extrato de soja liquido e Lactobacillus,
obteve elevado numero de células viaveis até a semana 4 de
armazenamento do produto, com 8 log UFC/mL, enquanto o resultado
encontrado nesse estudo foi 6 log UFC/mL, no mesmo periodo de vida de
prateleira.

Assim como Brandao (2012) obteve resultados superiores aos
preconizados encontrando, semana 4 de armazenamento, com contagem
de células viaveis na faixa 11 log UFC/mL, com a combinacdo extrato de
soja em po e L.acidophilus, a bebida de soja a partir do extrato de soja em
po - ESP foi a que apresentou a maior contagem de células viaveis. A
bebida ES obteve maior concentracao, sendo 7 log UFC/mL para L.
acidophillus e 8 log UFC/mL Bifidobacterium, além de apresentar maior
estabilidade dentre as trés bebidas, com reducdo de um ciclo logaritimico
ao final das 6 semanas de estocagem refrigerada.

A bebida fermentada FS manteve a viabilidade das células durante o
periodo de armazenamento estudado, porém foi a bebida fermentada com
o menor resultado de contagem probidtica, independente do
microrganismo.

Alguns fatores do extrato como acidez, acidos produzidos durante o
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armazenamento, presenca de oxigénio, producao de compostos
antimicrobianos e reducao de nutrientes no substrato, sao citados como
responsaveis pela reducdo da viabilidade e, consequentemente, das
propriedades probidticas do produto (SANDERS e KLAENHAMMER, 2001;
PUPIN, 2002).

Do ponto de vista tecnoldgico, os microrganismos probidticos devem
possibilitar sua producao em larga escala, resistir aos processamentos,
manter acidez estavel, apresentar sabores e/ou aromas adequados, bem
como textura agradavel apds a fermentacao, além de manter uma
contagem de células vidveis durante toda vida Util do produto
(PUUPPONEN- PIMIA et a/, 2002; PRADO et al., 2008).

3.3 AVALIACAO HIGIENICO-SANITARIA

As trés bebidas de soja fermentada com probidticos foram analisadas
em termos de Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e
Coliformes a 45°C no inicio e apds seis semanas de estocagem. As
contagens de células viaveis foram: Bacillus cereus <1 UFC/mL,
Staphylococcus aureus < 1,0; Coliformes foram < 3,0 e auséncia de
Salmonella em 25 mL de amostra. Os resultados sugerem adequada das
condigao higiénico-sanitaria duranteo processo. Considerando a Resolugao
n% 12, de 2 de janeiro de 2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 2001), as bebidas elaboradas encontram-se dentro dos padroes
microbioldgicos para os produtos a base de soja.

A referida resolucdo nao define para as bebidas a base soja, a
quantificacao de bolores e leveduras. Silva Junior (2007) define como
elevada contagem de bolores e leveduras resultados acima de 5 log UFC/g.
A amostra de bebida farinha de soja (FS) fermentada com Lactobacillus
apresentou, na sexta semana de armazenamento, contagem de bolores e
leveduras de 5,18 log UFC/g, superior a referéncia preconizada por Silva
Junior (2007), conforme mostra a tabela 3. As condi¢oes de producao da

bebida e o tempo de armazenamento pode ser o motivo pela elevada
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contagem de bolores e leveduras na amostra.

Tabela 3. Enumeracao de bolores e leveduras (log UFC/mL) nas trés
bebidas de sojafermentadas durante a estocagem refrigerada a 8° C.

Bactéria Bebida*| Process |Semana 1l |[Semana 4 |Semana 6
o
1 3,46 3,48 3,18
FS 2 2,59 4,85 5,18
3 2,60 1,00 2,65
Lactobacillu 1 3,38 473 4,74
S ESP
) . 2 2,58 1,00 1,00
acidophilus o . 3,70 100 NR*
2 1,00 3,78 NR*
1 4,34 2,00 1,00
FS 2 3,75 2,00 1,00
3 4,46 2,00 1,00
1 4,46 3,65 1,00
Bifidobacteriu | gqp 2 2,90 1,00 1,00
manimalis 3 448 2,00 1,00
1 3,00 1,00 NR*
ESL 2 2,93 1,00 NR*
3 3,30 3,30 NR*

*Bebida fermentada com bactéria probidtica elaborada a partir da seguinte base
liqguidade soja: ESL (extrato desoja liquido); ESP (extrato de soja em pd); FS (farinha de
soja).*Nao Realizado.

3.4AVALIACAO DA FERMENTACAO DAS BEBIDAS DE SOJA COM
PROBIOTICOS

De acordo com a tabela 4, podemos observar a variagao de pH e a
formacdo de acido latico na bebida durante o processo de
armazenamento. As amostras analisadas antes da fermentagao indicam
valores de pH na faixa de entre 6,92 a 7,02 e concentragao de acido latico
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na ordem de 0,03 a 0,07g/100g. Os valores de pH do extrato de soja sao

compativeis aos resultados aguardados no periodo que antecede a

fermentacao.

Tabela 4. Valores de pH e acidez das bebidas de soja antes fermentacao
e apds fermentacdo com bactérias probidtica, durante a estocagem
refrigerada a 8 °C.

F Antestda~ Semana 1 Semana 4 Semana 6
Bactéria Processo| Bebida* Sl e, - " "
H Acidez pH Acidez pH Acidez pH Acidez
PR | (g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g)
1 NR*| 0,03 4,85 0,28| 4,72 0,28| 4,71 0,30
2 FS NR*|  NR* 483 027| 479 033 478 0,31
3 6,92 NR* 4,72| 0,26 NR* NR* NR* NR*
1 NR*| 0,06 4,74 0,38 450 0,48 457| 0,49
Lactobacillus 2 | Esp NR*|  NR*| 467|044 463 047| NR*| NR*
acidophilus "
3 6,98 NR 4,59 0,46| 4,41 0,54 NR* NR*
1 NR*| 0,06 464 043 6,36| 0,10 4,53 0,45
2 ESL NR¥| 0,05 469| 041| 457 045 NR*| NR*
3 7,01 NR* 4,74 0,37 NR* NR* NR* NR*
1 6,92| 0,04 503| 0,28 509 027 508 0,26
2 FS NR*| 0,07 5,01 0,28 510/ 0,27| 506| 0,26
3 6,94| NR* 5,05 0,25 NR* NR* NR* NR*
1 6,97| 0,06 494| 045 498| 0,45| 4,98 0,42
Bifidobacteri
idosactentim 2 | Esp NR¥| 006] 498 040 502/ 038 49| 039
animalis 3 6,97 NR* 49| 0,39 NR* NR* NR* NR*
1 6,99, 0,06 5,03 0,37 5,05 0,36 5,10 0,38
2 ESL NR*| 0,03 5,00 0,39 5,05 0,45 5,04 0,45
3 7,021 NR* 507| 0,31 NR* NR* NR* NR*
*Bebida fermentada com bactéria probidtica elaborada a partir da seguinte base liquidade
soja: ESL (extrato de soja liquido); ESP (extrato de soja em pd); FS (farinha de
soja).*Nao Realizado.
103
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Apds a fermentacdo o pH reduziu de forma esperada, sendo os
valores mais baixos apresentados pelo Lactobacillus, faixa de 4,59 até
4,85. Ja o pH para Bifidobacterium se mantiveram na faixa entre 4,94 e
5,07, valores 6timos para seu adequado manutencao da viabilidade das
bactérias, segundo o processo estabelecido por Walter (2014). A acidez
titulavel, expressa em acido latico, ao final da fermentagao na semana 1 foi
semelhante para ambas bactérias, com valores entre 0,25 — 0,45 g/100g,
para Bifidobacterium e entre 0,26 — 0,46 g/100g para Lactobacillus. Valores
semelhantes a concentracao de acidez de 0,46 encontrado por Marin
(2014), para o mesmo periodo.

O comportamento das bebidas de soja fermentadas durante a vida
de prateleira foi monitorado e, de modo geral, houve leve diminuicao dos
valores de pH para Lactobacillus, da semana 1 para a semana 4, e
estabilidade nas concentragdes de acido latico para ambos microrganismos.
Zacarchenco (2003), em estudo com |leites fermentados por
Bifidobacterium, apresentou o maior pH (5,06) aos 21 dias de estocagem,
valores préximos aos encontrado para Bifidobacterium. O pH é um dos
principais fatores que influenciam a producao de acido latico, pois a
atividade catalitica das enzimas e a atividade metabdlica dos
microrganismos dependem do pH extra celular (SILVA e MANCILHA, 1991).

O comportamento da vida de prateleira da semana 6 foi semelhante
ao da semana 4: discreta alteragdgo de pH em algumas bebidas
fermentadas por Lactobacillus e estabilidade nos valores de pH nas
fermentadas por Bifidobacterium e concentracdes de acido latico. Acidos
fracos, como por exemplo, o acido latico inibe o crescimento bacteriano,
porque com a queda do pH externo, o acido é protonado logo que é
exportado para fora das bactérias. Descarregado, ele se difunde de volta
para a célula e dissocia-se devido ao pH superior intracelular. A célula
entao tem que usar ATP para bombear os prétons para fora, ocorrendo a
perda de energia, que causa a parada do crescimento e conseqiientemente

a morte das bactérias. Além disso, ocorre autdlise das células em alta
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concentracao de acido latico (HOFVENDAHL e HAHN-HAGERDAL, 1997).

A partir dos resultados alcancados para a quantificacao do acido

latico nas bebidas de soja fermentadas com probidticos é possivel
observar um aumento da concentracao deste acido em funcdo do processo
de fermentacdao de 0,03 para 0,49 g/100g. Porém, a concentracao final
deacido latico ndo esta dentro do valor indicado pelo Regulamento Técnico
de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados, para a concentragao
final de acido latico a qual deve estar entre 0,6-1,5% (BRASIL, 2007).

3.5 CARACTERIZACAO DA COMPOSICAO CENTESIMAL
A composicao centesimal, calculada em base Umida, das diferentes
bebidas de soja esta descrita na tabela 5. Conforme demonstrado, nao

houve diferencas relevantes nos teores de cinzas, proteinas e carboidratos.

Tabela 5. Composicao centesimal das bebidas de soja fermentadas com
probidticos (baseumida, em g/100g).

i Umidade | Cinzas |Proteinas | Carboidratos | Lipidios
Bactéria Processo Bebida ‘ ‘ ‘ | P
de Semana
Soja 1
_ 1 FS 86,68 0,71 2,75 8,13 1,73
Lactobacilus 1 ESP 8737| 081 2,63 863 0,56
acidophilus
1 ESL 87,06 0,67 2,50 9,27 0,5
1 FS 86,47 0,82 2,94 8,03 1,74
2 86,88 0,62 2,75 7,96 1,79
Bifidobacterium | 1 Eop 86,73 0,83 2,94 9,16/ 0,34
animalis 2 87,22 0,80 2,81 8,61 0,56
1 EsL 86,55 0,79 2,81 932| 0,53
2 86,65 0,70 2,75 9,47 0,43
Semana
6
1 FS 87,16 0,55 3,00 7,62 1,67
_ 2 85,91 0,62 2,94 7,30 2,04
Lactobacillus 1 ESP 86,74 0,77 3,06 8,09 1,34
acidophilus
1 ESL 86,20 0,61 2,75 9,42 1,02
2 86,44 0,70 2,75 8,41 1,70
1 FS 86,18 0,60 3,13 8,12 1,93
2 87,14 0,62 2,38 8,21 1,65
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. . 1 86,28 0,77 3,06 8,43 1,46
Bifidobacterium ESP

animalis 2 86,89 0,75 2,75 849 1,12

1 EsL 87,87 0,74 2,88 6,74 1,78

2 85,93 0,77 2,81 8,89 1,60

*Bebida fermentada com bactéria probidtica elaborada a partir da seguinte base liquida
de soja: ESL (extrato de soja liquido); ESP (extrato de soja em pd); BFS (farinha de

soja).

Os valores encontrados para proteinas, na bebida de soja
fermentada com probidtico obtida pela utilizacdo do extrato em pd, entre
2,63 e 3,06 g/100g, foram inferiores aos relatados por Pereira et a/. (2009)
e Bowles e Demiate (2006), utilizando também extrato de soja em po
encontraram 45,67 e de 33 g/100g, em base seca, para as proteinas,
respectivamente. A diferenca entre os resultados pode ser relacionada com
a taxa e formas de extracao e que resulta diretamente na concentragao
dos compostos contidos no extrato (BOWLES e DEMIATE, 2006).

A farinha de soja integral utilizada para a obtencao da bebida de
farinha de soja apresentou maiores teores de lipidios quando comparada a
bebida onde foi utilizado o grdo para o preparo do extrato liquido e o
extrato em po. Delaprane (2007), ao usar farinha de soja integral obteve
teores de lipidios de 17,61 e 19,54 g/100g, sendo resultados superiores
aos encontrados neste trabalho que estiveram entre a faixa de 12,83 e
13,97 g/100g.

3.6 TEMPO DE FERMENTACAO
A Tabela 6 apresenta a variacao do pH das bebidas de soja em
resposta ao tempo de fermentacdo necessario para que o pH da bebida
atingisse os valores de pH entre 4,8 a 4,9, conforme descrito por Walter
(2014). Pode-se observar que os valores de pH inicial variaram entre 6,67

e 8,4, diminuindo durante a fermentagao.

Tabela 6. Tempo de fermentacao das bebidas de soja fermentadas com
probidticos.
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. Bebida pH pH pH Tempo de
Bacteria Processo de | Inicial | Final |Variacdo |fermentacdo
Soja
) 1 FS 6,81 4,85 1,96 04:14
Lactobacillus 2 673 | 4,83 1,90 04:21
acidophilus

1 ESL 8,40 4,64 3,76 04:13
1 o 6,73 | 5,03 1,70 05:16
2 6,73 | 5,01 1,72 04:58
Bifidobacterium 1 ESp 6,68 4,94 1,74 04:16
animalis 2 6,67 4,98 1,69 03:35
1 ESL 6,73 5,00 1,73 04:53
2 6,73 5,07 1,66 05:31

*Bebida fermentada com bactéria probidtica elaborada a partir da seguinte base liquida
de soja: ESL (extrato de soja liquido); ESP (extrato de soja em pd); BFS (farinha de
soja).

O menor tempo de fermentacao das bebidas de soja encontrado
utilizando Lactobacillus acidophilus como bactérias fermentadoras foi de
04h13min, sendo apenas 8 minutos inferior ao tempo maximo de
fermentacdo utilizando a mesma bactéria. O tempo de fermentacdao das
bebidas de soja fermentadas por Bifidobacterium animalis foi de 05h31min
o processo mais longo e de 03h35min o processo mais curto. O processo
utilizando extrato de soja em pd resultou no procedimento mais curto.
Bernal (2004), utilizando Bifidobacterium animalis, obteve tempo de
fermentacao de 14h00min para atingir o pH final foi de 4,80 para uma

bebida fermentada a partir de extrato hidrossoluvel de soja.

4. CONCLUSAO
Perante os resultados desse estudo conclui-se que as diferentes

matérias-primas a base de soja s3ao bons substratos para o crescimento
dos probidticos, podendo ser utilizada na produgao da bebida fermentada.
Foi comprovada a possivel de elaboracdo das bebidas probidticas
fermentadas a base de soja formuladas a partir de extratos de soja em pd
e da farinha de soja, matérias-primas disponiveis no mercado, ao invés do
processo tradicional a partir do grao, num processo de producao
simplificado e versatil.
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Durante as seis semanas de vida de prateleira avaliadas, as bebidas
de soja fermentadas, independente da matéria-prima de origem utilizadas
na sua elaboracdo: farinha de soja, extrato de soja em po e extrato de soja
liguido, atenderam a legislacdo brasileira que exige a presenca minima de
8 log UFC de microrganismos probidticos por porcao da bebida (100mL).
Logo, os produtos obtidos sao alimentos funcionais por conter probioticos

deacordo com os requisitos legais.
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