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RESUMO

As bebidas probidticas fermentadas a base de soja sdo uma opcao disponibilizada para o
mercado de bebidas l&cteas, sucos e outros alimentos liquidos. Para a industria de alimentos
atender ao desafio da demanda de novos produtos a simplificacdo tecnoldgica do processo
produtivo é um dos fatores facilitadores a insercdo de mercado. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a adequacdo de processo para fermentacdo, por bactérias probioticas, de bases liquidas
de soja obtidas a partir do grdo, da farinha e do extrato em pd, de modo a dispor de tecnologia
para producdo industrial da bebida com diferentes matérias-primas. As bases liquidas foram
submetidas ao mesmo processo base de formulacdo 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 fermentacdo até pH final de 4,9 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 probioticas apresentaram potencial fermentativo nas trés bases liquidas estudadas e
as bebidas finais atenderam a legislacédo brasileira que estabelece a concentracdo minima de 8
log UFC por porcédo (100mL da bebida) durante pelo menos 45 dias de estocagem refrigerada
a 8°C. Assim, foi comprovada a adequacdo do processo para as trés matérias-primas, que com
este Mestrado Profissional passou a ser uma tecnologia conjunto Embrapa e IFRJ para a
sociedade brasileira.

Palavras-Chave: Bebida de soja. Extrato de soja em p0. Farinha de soja. Probi6ticos.
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ABSTRACT

Soy based beverages fermented probiotic are an available option for the consumer market of
dairy baverages, juices and othters liquid foods. For the food industry meets the challenge of
the demand for new products the technological simplification of the production processe is a
factor to facilitate the market inserction. The objective of this study was to evaluate the
adequacy of the fermentation process by probiotic bacteria of liquid foundations derived from
soy grain, flour and powdered extract, in order to dispose an technology to the industrial
production of beverages with different raw materials.Liquid bases were subjected to the same
process and formulated with sucrose, tricalcium phosphate and potassium sorbate dispersed in
water. Then the soy beverages were pasteurized at 70°C/2 min and cooled to 42°C for
fermentation by Bifidobacterium animalis and Lactobacillus acidophilus to final pH of 4,9 to
4.8. At the end of the process the fermented beverages were cooled,packed in plastic bottles,
and stored at 8°C. Probiotic bacteria showed fermentation potential for the three studied soy
formulations and the final beverages attended the Brazilian legislation. It was established the
minimum concentration of 8 log CFU per serving (100 ml of the beverage) for at least 45 days
in refrigerated storage at 8°C. Thus, it was proven the adequacy of the process for the three
raw materials, that with this Professional Master became a joint technology work of Embrapa
and IFRJ to the Brazilian society.

Keywords: Soy beverage. Probiotics. Types of soy.
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1 INTRODUCAO

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

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

Internacionalmente, utiliza-se a defini¢cdo de que probi6ticos: sdo0 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 vidvel deve estar situada na faixa de 8 a 9 log UFC/mL na recomendagao
diaria do produto pronto para o consumo (CHARTERIS, 1998 apud MANZONI et al., 2008;
BRASIL, 2008).

O papel cada vez mais influente da indUstria de alimentos sobre a dieta e estilo de vida da
populacdo vem acompanhado do desafio de atender a demanda dos consumidores por
produtos que sejam saborosos, visualmente atrativos e que, ao mesmo tempo, visem a salde e
0 bem-estar (SAAD et al., 2011). As bebidas vegetais sdo uma alternativa aos produtos
lacteos, estdo entre os itens que mais crescem no segmento de ndo alcodlicos. A demanda por
bebidas a base de soja, castanhas, graos, sementes e outros cereais cresce em todas as regioes
do globo. Seja por adesdo aos produtos saudaveis ou por intolerancia a lactose, o certo é que
cada vez mais consumidores sdo atraidos pelos produtos fabricados com vegetais (PARRA,
2015). O extrato de soja tem sido usado como meio de cultura para o crescimento de bacterias
acido-lacticas, além do desenvolvimento de produtos fermentados como o queijo (tofu) e o
iogurte de soja (GARRO et al., 2004).



Os desafios no preparo de uma bebida probidtica fermentada a base de soja estdo
baseados em trés aspectos principais: 1) a capacidade das bactérias crescerem e atingirem
populacdo minima compativel com produto probidtico; 2) manter a viabilidade dos
microrganismos durante o armazenamento refrigerado do produto, bem como haver
prevaléncia no trato digestivo do consumidor; e, 3) ser um produto com boa aceitabilidade
sensorial (MACHADO, 2007).



2 JUSTIFICATIVA

Perante as demandas dos consumidores e um cenério agroindustrial competitivo, é
necessario inovar e criar condicbes para que essas iniciativas sejam incentivadas e
implementadas, em especial nas empresas de menor porte. A estas, a formagdo de bases
solidas de conhecimento, bem como a estruturacdo de redes de colaboracéo e inovacéo, torna-
se fundamental para a prdpria permanéncia no mercado (FIESP; ITAL, 2010).

No Brasil, o consumo de soja, na forma natural, ainda é restrito, devido, dentre outros
fatores, ao seu sabor, considerado desagradavel ao paladar da maioria das pessoas. Por se
tratar de uma fonte protéica de alta qualidade e de baixo custo, além de conter compostos
bioativos como as isoflavonas, a indlstria de alimentos vem progressivamente
disponibilizando produtos da soja. Entre esses produtos destacam-se 0 extrato aquoso de soja,
puro e formulado com outras bebidas de frutas e aromas, bem como as bebidas fermentadas
de soja.

As bebidas de soja s@o consumidas por pessoas de todas as idades, principalmente
criangas com baixa tolerdncia ao leite de origem animal, mulheres que querem prevenir
sintomas da menopausa e consumidores em busca de uma alimentacdo saudavel. A
fermentacdo, por ser uma técnica simples, de baixo custo e conhecida principalmente por
melhorar as caracteristicas sensoriais e nutricionais dos alimentos, € uma opcéao tecnoldgica
vantajosa para aumentar o consumo de soja no Brasil e paises onde a oleaginosa ndo faz parte
da dieta tradicional da populacao.

A bebida fermentada de soja com probi6ticos, enfoque principal deste projeto, foi
desenvolvida a partir de conhecimentos e experiéncia de pesquisadores e colaboradores da
Embrapa Agroindustria de Alimentos e que originaram uma bebida fermentada de soja,
através de dissertacdo de mestrado da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ)
(TRINDADE, 1996). Esse desenvolvimento também possibilitou a Embrapa Agroinduistria de
Alimentos participar, como Instituto de pesquisa parceiro da empresa Ecobras Centro
Ecobiotico do Brasil Ltda., no primeiro edital do programa Rio Inovacdo da FAPERJ. A
transferéncia da tecnologia de producgédo da bebida fermentada de soja da Embrapa para a
Ecobras contribuiu no desenvolvimento de uma linha de produtos com a marca comercial
Y 0so0y.

Na presente pesquisa, uma bebida de soja produzida de acordo com processo da

Embrapa (FELBERG et al., 2009), bem como formulacgdes elaboradas a partir de farinha de



soja e de extrato de soja em pO comerciais, amplamente disponiveis no mercado, foram
submetidas ao processo tecnologico de fermentacdo por bactérias probioticas também
desenvolvido na Embrapa (WALTER, 2014).

Assim, este trabalho vem ao resgate e ampliacdo da importancia de uma tecnologia
desenvolvida pela Embrapa e institui¢ces parceiras, neste caso especifico do Instituto Federal
do Rio de Janeiro, contando também com o financiamento do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ), da Monsanto, bem como parceria com a empresa de
consultoria e projetos agroindustrias Gestdo L&ctea para que seja possivel transformar
pesquisa em produto industrial.

Os trabalhos desenvolvidos neste Mestrado Profissional em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos do Instituto Federal do Rio de Janeiro estdo alinhados com a Embrapa,
especificamente: (i) ao documento “Visdo 2014 — 2034: O futuro do desenvolvimento
tecnologico da agricultura brasileira” (EMBRAPA, 2014), especialmente ao “Macrotema 7:
Seguranga dos alimentos, nutri¢do e satde”; (ii) as prioridades do portfolio “Alimentos,
nutricdo e satde”; (iii) a agenda de prioridades da Embrapa Agroinduastria de Alimentos, no
tema “Qualidade de Alimentos”; e (iv) ao projeto de pesquisa intitulado “Desenvolvimento de
bebidas fermentadas de soja com funcionalidade probidtica”, edital de chamada 07/2012 -

Convénio Embrapa/Monsanto.



3 OBJETIVO
3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a adequacdo de processo de fermentacdo, por bactérias probiéticas, de bases
liquidas de soja obtidas a partir do grdo, da farinha e do extrato em p6, de modo a dispor de

tecnologia para producéo industrial da bebida com diferentes matérias-primas.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Elaborar bebidas de soja fermentadas com Bifidobacterium animalis ssp. Lactis
BI-05 e Lactobacillus acidophilus La-14.

3.2.2 Determinar a concentracdo das bactérias probidticas durante a estocagem
refrigerada das bebidas.

3.2.3 Estudar a composicdo centesimal e a estabilidade fisico-quimica das bebidas de
soja fermentadas com probidticos durante a estocagem.

3.2.4 Estabelecer o periodo de conservacdo das bebidas de soja fermentadas com

probidticos.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 BREVE HISTORICO DA SOJA

Originaria da Asia, a soja (Glicinemax (L.) Merril) tem as primeiras cita¢des sobre o
grdo a partir periodo entre 2883 e 2838 a.C, quando a soja era considerada um grdo sagrado,
ao lado do arroz, do trigo, da cevada e do milheto. Um dos primeiros registros do grdo esta no
livro "Pen Ts'ao Kong Mu", que descrevia as plantas da China ao Imperador Sheng-Nung.
Para alguns autores, as referéncias a soja sdo ainda mais antigas, remetendo ao "Livro de
Odes", publicado em chinés arcaico (EMBRAPA SOJA, 2015).

Através dos Estados Unidos (EUA), em 1882, a soja é trazida para o Brasil, porém o
primeiro registro de cultivo no pais data de 1914 no municipio de Santa Rosa, RS. Mas foi
somente a partir dos anos 40 que ela adquiriu alguma importancia econémica, merecendo o
primeiro registro estatistico nacional em 1941, no Anuario Agricola do RS: érea cultivada de
640 ha, producéo de 450 toneladas e rendimento de 700 kg/ha. Nesse mesmo ano instalou-se a
primeira industria processadora de soja do pais (Santa Rosa, RS) e, em 1949, com producao
de 25.000 toneladas, o Brasil figurou pela primeira vez como produtor de soja nas estatisticas
internacionais (EMBRAPA SOJA, 2015).

4.2 PRODUCAO MUNDIAL DE SOJA

A soja faz parte do conjunto de atividades agricolas com maior destaque no mercado
mundial. E o quarto grdo mais consumido e produzido globalmente, atras de milho, trigo e
arroz, além de ser a principal oleaginosa cultivada anualmente no mundo (HIRAKURI, 2014).

O United States Department of Agriculture (USDA) estima que producdo global da
soja, para a safra 2015/16, alcance um novo recorde de 318,9 milhdes de toneladas (FIESP,
2015). O maior produtor mundial de soja sdo os EUA, seguido do Brasil e Argentina, onde

juntos produzem cerca de 81% dos grdos consumidos, conforme mostra a figura 1.
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No Brasil, a soja é a segunda maior cultura agricola brasileira, ficando apenas atras da
cana-de-agucar e também foi que mais cresceu nas Gltimas trés décadas, conforme mostra a

tabela 1. Atualmente, estima-se que a producdo corresponda entre 49% a 52,9% da area

Fonte: Safra Mundial de Soja 2015/16, FIESP, 2015.

Figura 1 Producdo mundial de soja — safra 2015/2016.

plantada em graos do pais (HIRAKURI, 2014).

Tabela 1. Producdo agricola brasileira - safra 2015 (em tonelada).

Cultivada especialmente nas regides Centro Oeste e Sul do pais, conforme mostra

figura 2, a soja se firmou como um dos produtos mais destacados da agricultura nacional e na

balanca comercial.

Cana de Acucar 678.298,39
Soja 96.442,52
Milho 80.322,20
Laranja 13.809,68
Arroz 12.390,74

Fonte: IBGE, 2015.




Fonte: HIRAKURI, 2014,
Figura 2. Distribuicédo espacial da sojicultura brasileira.

4.3 COMPOSICAO E CARACTERISTICAS NUTRICIONAIS

A soja tem recebido uma grande atencdo da comunidade cientifica, principalmente
devido ao seu perfil de nutrientes. Ela possui carboidratos complexos, proteinas, fibras
sollveis e insoluveis, oligossacarideos e fitoquimicos. E freqilentemente descrita como uma
fonte rica em proteinas ja que sua composi¢do apresenta uma média de 30 a 45% de proteinas,
20 a 25% de carboidratos e 15 a 25% de lipidios. Contém ainda minerais como o ferro, zinco,
magnésio, potassio, calcio, manganés e selénio, e vitaminas como o retinol, tiamina,
riboflavina, piridoxina e &cido folico (DALEPRANE, 2007).

Conceitualmente, a farinha de soja € o produto obtido pela moagem do grdo de soja
previamente descascado e parcialmente desengordurado (BRASIL, 1978), porém
tecnicamente ela € um subproduto obtido através da extracdo do 6leo do grdo da soja. As
principais etapas de producdo da farinha de soja consistem em: separacdo das cascas,
extracdo, dessolventizacdo, secagem, moagem. As cascas sdo retiradas visando facilitar a
performance de extragdo do 6leo dos grdos. A qualidade de extracdo é indispensavel para
manter as caracteristicas essenciais da soja. A massa resultante da separa¢do do 6leo da soja

segue para o dessolventizador e tostador que tem por finalidade eliminar todo o hexano



absorvido pelo farelo. A dessolventizagdo possui diversos estdgios com aquecimento indiretos
e um direto com vapor d’agua, até que por fim a farinha chegue a etapa de secagem. Depois
desta etapa do processo define-se o tipo de produto que sera produzido, ou seja, farelo de soja
para consumo animal ou as farinhas que servirdo de base protéica para a fabricacdo de
diferentes produtos para a alimentagdo humana (MARSON, 2010).

O extrato de soja é o produto obtido a partir da emulsdo aquosa resultante da
hidratacdo de grdos de soja, uma emulsdo do tipo 6leo em agua com a fase continua
constituida por uma dispersdo de proteinas complexas. O grdo de soja € submetido a
processamento tecnoldgico que consiste em tratamento do produto por calor ap6s maceragéo e
moagem dos grdos de soja em agua, adicionado ou ndo de ingredientes opcionais permitidos,
podendo ser submetido a desidratacéo, total ou parcial (CRUZ et al., 2009; @limentus, 2015).
As principais etapas de producdo do extrato de soja consistem em: descascamento, maceracao
e extracdo. Inicialmente, ocorre a retirada da casca de soja visando a melhora do sabor do
extrato hidrossoltvel (devido a eliminagdo dos compostos adstringentes da casca). Em
seguida o grdo € levado a maceracdo, onde absorve dgua. Durante essa etapa, se for utilizado
calor pode haver a inativacdo das enzimas lipoxigenases e assim a eliminacdo do sabor
desagradavel, amargo e adstringente caracteristico dos extratos de soja. Atraves da
desintegracdo do grdo (moagem/trituragdo) e adicdo de agua quente é realizado o processo de
extracdo de proteinas. Pode ocorrer também a retirada de fibras apos a trituracdo (@limentus,
2015).

4.4 SOJA COMO ALIMENTO FUNCIONAL

Os alimentos funcionais possuem potencial para promover a salde através de mecanismos
ndo previstos na nutricdo convencional, devendo ser salientado que esse efeito restringe-se a
promocao da salde e ndo a cura de doencas (ROBERFROID, 2007).

Com o aumento acentuado da prevaléncia de doencas cardiovasculares e tumores no
século XX, houve interesse em estudar as populacdes onde a prevaléncia dessas enfermidades
é baixa. Estes estudos indicaram que habitos de vida, incluindo os alimentares, eram fatores
de protecdo, aliados a heranca genética (AMARAL, 2006). Estudos epidemioldgicos tém
mostrado que fraturas por osteoporose, doencas cardiovasculares, sintomas pos-menopausa e

alguns tipos de cancer tem menor incidéncia em asiaticos quando comparados as suas



contrapartes ocidentais. A fratura do quadril, por exemplo, é 50 - 60% menos frequiente entre
mulheres asiaticas do que em ocidentais (ROUDSARI et al., 2005).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria classifica a proteina de soja como
alimento funcional em sua lista de alimentos com alegacGes de propriedades funcionais.
Recomenda o consumo diario de no minimo 25 g de proteina de soja para ajudar a reduzir o
colesterol, associado a uma alimentacdo equilibrada e habitos de vida saudaveis. (BRASIL,
2008).

O consumo de alimentos derivados da soja é vantajoso por varias razfes: além de ser
uma fonte de proteina de alta qualidade, é também rico em vérios compostos de acédo
bioldgica. Esses compostos vém sendo descobertos por pesquisadores colocando a soja entre
os alimentos mais importantes do milénio, por terem atuacdo na preservacdo da saude
humana. Entre esses compostos podemos citar: as saponinas, os fitoesterois, os fitatos, 0s
inibidores de protease, acido fendlico, aglcares complexos, acidos graxos dmega-3, lecitina,
boro, vitamina E (tocoferol), &cido félico e os isoflavondides (PAXTON, 1998). Os alimentos
a base de soja também podem conter oligossacarideos, tais como rafinose e estaquiose, que
podem apresentar funcao prebidtica, ou seja, promover o desenvolvimento dos probioticos no
intestino (DONKOR et al., 2007).

4.5 PROBIOTICO

O conceito de probidtico € bem antigo, no inicio da década de 1950, pesquisas ja
abordavam o uso de probioticos, no emprego da restauracdo da saude de individuos
desnutridos (KOLLATH, 1953). O termo probidtico deriva do grego e significa pro-vida,
sendo o antbnimo de antibiotico, que significa contra a vida. Inicialmente, probidtico foi
definido como: “organismos vivos que quando ingeridos exercem efeito benéfico no balango
da flora bacteriana intestinal do hospedeiro” (COPPOLA e GIL-TURNES, 2004).
Atualmente, a legislagéo brasileira define probidtico como “microrganismos vivos capazes de
melhorar o equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a saude do
individuo” (BRASIL, 2002).

Para 0 microrganismo ser denominado probi6tico deve apresentar: tolerancia a acidez,
ao suco gastrico e bile, sendo capazes de resistir a passagem pelo trato gastrointestinal; aderir

a mucosa intestinal humana; produzir substancias antimicrobianas, com concomitante inibicao
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de patégenos, ou seja, efeito imunomodulador; propriedades antimutagénicas e
anticarcinogénicas (GOMES e MALCATA, 1999).

A viabilidade e a atividade metabolica desses microrganismos benéficos devem ser
mantidas durante todas as fases e operacdes do processamento do alimento, desde a
elaboracdo até a sua ingestdo pelo consumidor, sendo também capaz de sobreviver no trato
gastrointestinal (SANZ, 2007). 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
recomendacdo diaria do produto pronto para o consumo (CHARTERIS, 1998 apud
MANZONI et al., 2008; BRASIL, 2008).

A influéncia benéfica dos probidticos sobre a microbiota intestinal humana inclui
fatores como efeitos antagbnicos, competicdo e efeitos imunoldgicos, resultando em um
aumento da resisténcia contra patogenos. Assim, a utilizacdo de culturas bacterianas
probidticas estimula a multiplicacdo de bactérias benéficas, em detrimento a proliferacdo de
bactérias potencialmente prejudiciais, reforcando os mecanismos naturais de defesa do
hospedeiro (PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002).

A ingestdo de alimentos contendo probidticos proporciona melhoria dos movimentos
peristalticos do intestino, aumentando a absorcdo de nutrientes; o equilibrio da flora intestinal;
a prevencdo e/ou controle das infecgdes intestinais; a modulagdo do sistema imune; a
prevencdo de alguns tipos de cancer; a reducdo do colesterol; uma melhor digestdo da lactose;
a protecdo em infeccdes do trato urinario; a prevencdo a alergias e a reducdo de inflamacdes
(SAAD, 2006).

Comercialmente, as bactérias mais frequentemente empregadas como suplementos
probidticos para alimentos pertencem ao género Lactobacillus e Bifidobacterium, ressaltando-
se que a selecdo dessas bactérias possui como base 0s seguintes critérios: a capacidade de
aderir & mucosa intestinal, a capacidade de colonizar, a0 menos temporariamente, o trato
gastrointestinal humano, a capacidade de produzir compostos antimicrobianos e ser
metabolicamente ativo no intestino. Entre os requisitos, inclui-se, ainda, a seguranga para uso
humano, ter historico de ndo patogenicidade e ndo estar associada a outras doencas, além da
auséncia de genes determinantes da resisténcia aos antibidticos (OLIVEIRA et al., 2002).

As bifidobactérias sdo caracterizadas por serem microrganismos gram-positivos, ndo
formadores de esporos, desprovidos de flagelos, anaerdbios estritos com morfologia celular
variavel (GOMES e MALCATA, 1999). No entanto, toleram concentra¢cdes de oxigénio

moderadamente altas, tém metabolismo fermentativo e resistem de forma satisfatéria aos
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valores de pH &cido, por estas razdes, sdo as mais usadas em produtos fermentados
probidticos (MARGOLLES et al., 2011).

As Bifidobacterium animalis sdo conhecidas por estimularem o sistema imunologico,
produzirem vitamina B, inibirem a multiplicacdo de patgenos, reduzirem a concentracdo de
amonia e colesterol no sangue e ajudarem a restabelecer a microbiota normal ap6s tratamento
com antibidtico (KOMATSU et al., 2008).

Os Lactobacillus sdo caracterizados geralmente como gram-positivos, ndo formadores
de esporos e podem ser aerotolerantes ou anaerobios restritos (O’SULLIVAN, 2006). S&o
indicados por promover inimeros beneficios a salde, incluindo efeitos antimicrobianos contra
patdgenos, antitumorais, anticolesterol, imunomodulacdo, anti-diabetes, tratamento contra a
diarréia e intolerancia a lactose, por sintetizarem acido folico, niacina, riboflavina e vitamina
K (SAZAWAL et al., 2006; NAGPAL et al, 2010). Quando comparado a outras espécies
probidticas a capacidade do Lactobacillus acidophilus em tolerar baixas concentraces de
oxigénio e resistir ao pH de leite fermentado (pH 4,6) contribuem para sua utilizagdo na
producdo de leite fermentado (GOMES e MALCATA, 1999).

Em funcdo de seu maior envolvimento com os mecanismos metabdlicos do organismo,
essas bactérias apresentam um grande interesse do ponto de vista industrial, pois estdo
envolvidas no desenvolvimento de uma classe de produtos com um grande potencial de
mercado na industria de alimentos nacional e internacional - os probidticos, prebidticos e
simbioticos (BARRETO, 2003). A maioria dos produtos disponiveis no mercado que
apresentam probidticos em sua composicdo, sdo alimentos lacteos fermentados como iogurte,
leite acidofilo, sour cream, queijos e leite em pd (PUPIN, 2002). As bactérias probidticas
utilizadas na producédo em escala industrial e de processamento devem ser apropriadas para
cada tipo de produto e manter-se com boa viabilidade durante o armazenamento. Esses pré-
requisitos representam desafios tecnoldgicos significantes, uma vez que muitas bactérias
probidticas sdo sensiveis a exposicdo a oxigénio, calor e &cidos. Conseqlientemente, em
alimentos fermentados, o pH tende a ser bastante reduzido e o desempenho desses micro-
organismos € baixo. Por esse motivo, 0s produtos com menor vida de prateleira, como o
iogurte e leites fermentados, sdo 0os mais comumente utilizados como veiculos de probidticos.
(STANTON et al., 1998).
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4.6 PROCESSAMENTO DE ALIMENTOS FERMENTADOS

De acordo com Brasil (2007), “leites fermentados sao 0s produtos adicionados ou nao
de outras substancias alimenticias, obtidas por coagulacdo e diminuicdo do pH do leite, ou
reconstituido, adicionado ou ndo de outros produtos lacteos, por fermentacdo lactica mediante
acao de cultivos de microorganismos especificos”.

A producdo dos leites fermentados segue quase sempre as mesmas etapas que podem
ser resumidas em: escolha da matéria-prima, tratamento térmico, resfriamento, inoculacéo,
interrupcdo da fermentacdo e armazenamento (SILVA, 1978).

Leites fermentados tém se constituido em importantes componentes da dieta do
homem devido ndo somente a s suas caracteristicas tecnoldgicas e sensoriais, mas também, as
suas propriedades nutricionais e terapéuticas (SCUTTI e ROSSI, 1996). Os beneficios
adicionais associados ao consumo de leites fermentados contendo bactérias bifidas e
lactobacilos incluem modulagdo da intolerancia a lactose, redugdo de constipacdo intestinal
em idosos, reducdo das diarréias e diminuicdo da absor¢cdo de amodnia por individuos
acometidos de encefalopatia portal sisttmica (FERREIRA, 1997).

A procura de alternativas ao iogurte produzido com leite de vaca esta crescendo
devido a alguns problemas de alergenicidade as proteinas do leite, ao interesse por alimentos
vegetarianos, a introducdo de derivados de soja na dieta ocidental, entre outros (FERRAGUT
et al., 2009).

A fermentacdo com culturas laticas representa uma das alternativas tecnoldgicas de
transformacdo do extrato de soja, o qual tem se mostrado substrato adequado para o
crescimento e atividade dessas bactérias devido aos oligossacarideos, aminoacidos e peptideos
presentes no grdo que estimulam o crescimento microbiano (MACHADO, 2007). Além disso,
por ser uma tecnica simples, de baixo custo e conhecida principalmente por melhorar as
caracteristicas sensoriais e nutricionais dos alimentos, é uma solugdo para aumentar o
consumo do extrato de soja no Brasil (COURI et al., 2006).

A fermentacdo € um método de preservacao largamente utilizado desde os primérdios
da civilizacdo, pela auséncia de métodos de refrigeracdo ou pasteurizacdo. Historicamente, o
processo de fermentacdo envolvia a coagulacdo do leite por microrganismos presentes no
meio, obtendo-se um produto final com caracteristicas e propriedades fisico-quimicas
diferentes da matéria-prima (ALM apud ROBINSON, 1991). Estima-se que a pratica de

fermentacdo comecou a ser utilizada pelo homem héa cerca de 10 mil anos. Provavelmente, a
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descoberta dessa técnica tenha sido ao acaso, onde povos némades ao transportarem o leite
em estbmago de animais perceberam que ocorriam mudancgas neste alimento e que estas
mudancas aumentavam o tempo de conservacgédo do produto (TAMIME e ROBINSON, 1999).
Conceitualmente, define-se fermentacdo como um processo que utiliza o crescimento
controlado de microrganismos selecionados, capazes de modificar sua textura, sabor e aroma,
como também suas propriedades nutricionais.

A fermentacdo latica é largamente utilizada na preservacdo dos alimentos. Bactérias
acido-laticas sdo talvez os microrganismos desejaveis mais difundidos em alimentos
fermentados, encontrados em produtos de cereais fermentados, leites, queijos e carnes
fermentadas. As bactérias produtoras de acido latico convertem o carboidrato disponivel para
acido latico, assim baixando o pH e, se a fermentacao for prolongada, mudam o meio para um
mais adequado para o crescimento (AQUARONE, 2001). Na fermentagédo de produtos pouco
acidos como leite e carnes, realizada com objetivo de aumentar a concentracdo de
microorganismos fermentadores, para reduzir o tempo de fermentacédo e inibir o crescimento
de patogenos e deterioradores, adiciona-se uma determinada quantidade de microorganismos
selecionados, com o objetivo de iniciar a fermentacdo; essa cultura de microorganismos é
conhecida como “cultura starter".

Ao contrério do que se pensa, a aplicagdo de barreiras ou obstaculos como método de
conservacdo € um conceito antigo, utilizado desde o Egito antigo, no processo de
mumuficacdo, onde eram combinados a reducédo da atividade da 4gua, aumento do pH e uso
de conservantes obtidos de plantas aromaticas e especiarias (LEISTNER e GOULD, 2002).

O estudo das interacGes entre os fatores intrinsecos (caracteristicas do alimento) e
extrinsecos (ambiente em que o alimento se encontra) que interferem na capacidade de
sobrevivéncia e multiplicacdo dos microrganismos nos alimentos originou o conceito dos
obstaculos de Leistner que, em inglés, € conhecido como “hurdle theory” (FRANCO e
LANDGRAF, 2005).

A teoria de obstaculos de Leistner € baseada na interacdo entre as diferentes
tecnologias de conservacdo ou barreiras que conjuntamente, fazem com que os alimentos se
tornem microbiologicamente estaveis, mantenham sua qualidade sensorial e nutritiva e
possam cumprir seu papel econémico. Assim, para cada alimento, h& um conjunto de
obstaculos integrados a seu processamento que devem manter 0S microrganismos sob
controle, impedindo-os de ultrapassar essas barreiras, para que o alimento ndo sofra

deterioracdo ou cause danos a satde do consumidor. Por exemplo, na fabricacdo de iogurtes,
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as tecnologias utilizadas sdo a acidificacdo, mediante a adicdo de microrganismos Uteis, e a
refrigeracdo. O numero de obstaculos para a preservacdo dos alimentos e a tecnologia de
obstaculos constituird a chave para a conservacao de alimentos no futuro (CARDOSO, 2011).

A seguranca de alimentos esta relacionada a possibilidade de sua contaminag&o fisica,
quimica ou bioldgica, provocando as doencas transmitidas por alimentos (DTA). A producao
de alimentos inécuos exige a implantacdo de préaticas que garantam a qualidade higiénico-
sanitaria dos produtos.

A adocdo das boas préaticas de fabricacdo representa uma importante ferramenta para o
alcance de niveis adequados de seguranca alimentar, contribuindo significativamente para a
garantia da qualidade do produto final (COURI et al., 2006).

As boas praticas de fabricacdo (BPF) sdo atos de higiene que devem ser adotadas pelas
industrias de alimentos e obedecidas pelos manipuladores desde a aquisicdo das matérias-
primas, durante o processamento, até o consumidor. O objetivo das BPF é evitar a ocorréncia
de doengas provocadas pelo consumo de alimentos contaminados.

Silva Junior (2007) define boas préaticas de fabricacdo como normas de procedimentos
para atingir um determinado padrao de identidade e qualidade de um produto e/ou servigo na
area de alimentos, cuja eficicia e efetividade devem ser avaliadas através de inspe¢do e/ou
investigacao.

Um programa de boas praticas contempla os mais diversos aspectos da industria, que
vao desde a qualidade da matéria-prima e dos ingredientes, incluindo a especificacdo de
produtos e a selecdo de fornecedores, a qualidade da agua, bem como o registro em
formulérios adequados de todos os procedimentos da empresa, até as recomendacgdes de
construcdo das instalacfes e de higiene. Além da reducgdo de riscos, as BPF possibilitam um
ambiente de trabalho mais eficiente, otimizando todo o processo de producdo (COURI et al.,
2006).

As empresas estdo buscando a implantacdo das boas praticas de fabricacdo, devido a
competitividade, melhoria continua, exigéncia do mercado consumidor e, principalmente, a
seguranca alimentar dos seus produtos, por meio do desenvolvimento de sistemas de gestdo e
controle de qualidade e treinamentos dos colaboradores, criando, assim, um diferencial na
area da industria (SILVA e CORREIA, 2009).
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5 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.

5.1 MATERIAL

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

Os aditivos utilizados na formulacdo 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 o0 momento de uso.
5.2 METODO
5.2.1 Preparacao das bases liquidas de soja
As trés bases liquidas foram produzidas a partir dos seguintes processos, conforme
Figura 3: 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
po (ESP).
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PROCESSO PILOTO
(FELBERG et al., 2009)
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Figura 3 Fluxograma de processo das bebidas de soja fermentadas com probioticos.
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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 trituracdo, procedeu-se a
centrifugacdo utilizando membrana para separacdo da okara, fracdo 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 p6 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 gréo de soja
descascado, sem a adigdo de agua ou qualquer outra substancia, e posteriormente torrados,
ndo havendo extracdo ou filtracdo para a retirada das fibras do produto. Essa farinha contém
tanto os solidos soluveis quanto a okara do cotilédone do gréo.

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

Os meétodos de elaboracdo da bebida fermentada de soja, os fisico-quimicos e 0s
microbioldgicos utilizados em todo o processo de producdo e acompanhamento da evolucéo
da fermentagdo e da estabilidade da bebida fermentada sdo descritos a seguir. Os métodos
fisico-quimicos e microbiolégicos utilizados no periodo de analise de vida de prateleira do

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

5.2.2 Producdo das bebidas de soja fermentadas com probioticos

Os trés tipos de bebidas de soja empregadas na fermentacdo com probioticos 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 reconstituicdo do extrato de soja em pé (ESP);
iii) bebida elaborada pela formulacéo da farinha de soja (FS) com agua.

A primeira etapa de processo ap0s preparacdo das bebidas de soja foi a mistura de 6 %
(m/m) de sacarose, 6% (m/v) de extrato de soja em pd, 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 &gua e misturados em jarras de

aluminio com auxilio de colher de a¢o inoxidavel. As bebidas foram aquecidas e submetidas a
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pasteurizacdo lenta em fogdo 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 perfuracdes que permitiam a insercdo das sondas de medida de
temperatura e pH.

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

O processo de fermentacdo da bebida foi acompanhado sistematicamente através da
medicdo do valor do pH. O acompanhamento do processo de fermentacdo seguiu até 0s
valores atingirem a faixa entre 4,90 - 4,80. O monitoramento do pH foi realizado com o
auxilio do potenciémetro portatil (Mettler Toledo, SevenGo Duo PH/Cond SG23 -
Schwerzenbach, Suica), por insercdo 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 friaa 8 £ 2°C.

5.2.3 Analises fisico-quimicas

5.2.3.1 pH

Os valores de pH foram determinados por método eletrométrico em potenciémetro digital

calibrado com solugdes tampéo de pH 7,0 e 4,0, de acordo com o método da Association of
Official Analytical Chemists (AOAC, 2010).
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5.2.3.2 Acidez total

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

5.2.3.3 Composicéo centesimal

A composicgéo centesimal das bebidas fermentadas de soja de foi determinada segundo as
seguintes metodologias:
52331 Umidade: método gravimétrico, com temperatura de 70°C, com adicdo de
nitrogénio, até peso constante da amostra (IAL, 1985);
5.2.3.3.2 Cinzas: método gravimétrico por incineracdo, com temperatura de 550°C, com
adicdo de oxigénio, até peso constante da amostra (IAL, 1985);
5.2.3.3.3 Proteina bruta: metodologia de Kjeldahl (AOAC, 2010) por digestdo com
adicdo de &cido sulfarico, destilacdo e titulacdo com é&cido cloridrico 0,IN. O fator de
correcdo utilizado foi 6,25;
52334 Fibra alimentar: enziméatico-gravimétrico, por hidrolise dos amidos e digestdo
enzimatica com protease, com posterior precipitacdo das fibras soltveis, filtracdo, secagem e
pesagem (IAL, 2008);

5.2.3.35 Lipidios totais: método por hidrolise &cida (Extrator automatico de gordura),
conforme Association of the Official Analytical Chemists - AOCS (2005);
5.2.3.3.6 Carboidratos: calculado pela diferenca centesimal da soma da umidade, cinzas,

lipidios, proteinas e fibra alimentar, segundo a legislacao vigente (BRASIL, 2003).

5.2.4 Analises microbiol6gicas

5.2.4.1 Viabilidade dos microrganismos probioticos

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 determinagéo
do tamanho de uma populacdo bacteriana e quantifica apenas células viaveis. Empregando o

método de diluicdo em série, de cada amostra foi retirado, assepticamente, aliquota de 10 mL
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e transferida para um frasco de dilui¢cdo contendo 90 mL de &gua peptonada 0,1% (diluicdo
10™). A partir dessa diluicdo inicial, foram feitas seis diluicdes subsequentes de 1 ml da
diluicio em 9 ml de 4gua peptonada, obtendo a diluicdo 10”. Visando garantir nenhuma
ocorréncia de erro na contagem do numero de células vidveis por saturacdo da placa, 1mL de
amostra das diluicBes 10, 10, 107 foi semeado em placa de Petri com meio MRS utilizando
a tecnica de semeadura em profundidade (pour-plate) com adi¢cdo 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 o uso de
jarras de anaerobiose, de acordo com o descrito em International Dairy Federation - IDF
(1995)

5.2.4.2 Qualidade higiénico-sanitaria
Nas analises microbiologicas para verificacdo da qualidade higiénico-sanitaria dos
produtos foram realizadas contagem de coliformes a 45°C, bolores e leveduras, Salmonella

sp, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, de acordo com a metodologia da American Public
Health Association - APHA (2001).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 AVALIACAO DA MATERIA-PRIMA

A tabela 2 apresenta a composi¢do centesimal, em base Umida, do grédo de soja, da soja

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

Tabela 2. Composicdo centesimal das matérias primas (base Umida, em g/100g).

Anélises (g/100g) Grdo de soja | Grdo descascado | Extrato em pd Farinha de soja
Umidade 8,16 7,02 5,60 3,93
Cinzas 4,58 4,71 571 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 grdos de soja utilizados séo 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 0s teores de proteinas e inferiores de lipidios: 39,7 e 19 ¢/100g,
respectivamente.

Mesmo com os altos teores de proteina presentes nos graos de soja, 0 extrato em pé
apresentou maior concentracdo do nutriente, dentre as quatro matérias-primas analisadas. O
extrato em pd tem 47,63 g/100g de proteina em sua composicdo, sendo superior ao minimo
recomendado pela legislacédo, que determina 40 g/100g (BRASIL, 2005). Cabral et al. (1993)
sugere que o extrato de soja em po, por ser obtido por os grdos de soja descascados,
provavelmente sofra um aumento relativo dos teores protéicos. No entanto € 0 mais pobre em
fibras, apresentando 3,04 g/100 g, valor cinco vezes menor que o grdo 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 grédos de soja ndo diferem muito do teor encontrado na farinha, 22,04 g/100g para o grdo
de soja inteiro e 24,56 g/100g para o grao de soja descascado. Para a semelhanca, destaca-se o
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fato da farinha utilizada ser integral, sem processo de desengorduragdo. O extrato de soja em
p6 apresentou menor teor de gordura, assim acredita-se que tenha ocorrido processo de
extracao do lipidio.

Neste trabalho, a farinha de soja foi assim classificada perante as caracteristicas
tecnoldgicas de seu processo de obtencdo, que em esséncia envolve a moagem do grao
descascado. No processamento da farinha de soja utilizada, ndo ocorre a formacdo de emulséo
aquosa resultante da hidratacdo dos grédos, distingdo do processo tecnoldgico dos extratos de
soja. O processo de obtencdo da farinha de soja € menos oneroso, pois 0s graos de soja sao
triturados, sem a adicdo de &gua ou qualquer outra substancia, e posteriormente secos ou
torrados, ndo havendo extragdo do Oleo de soja ou filtracdo para a retirada das fibras do
produto (SEIBEL, 2009).

A revogada Resolugdo CNNPA n° 14/78 (BRASIL, 1978) conceituava a farinha de
soja como “produto obtido a partir dos grdos de soja convenientemente processados até a
obtengdo da farinha desengordurada”. Entretanto, ressalta-se que de acordo com a legislacao
em vigor esse produto pode ser classificado como extrato de soja em p6 (BRASIL, 2005). Na
atual legislacdo, a designacdo de farinha ou extrato foi fixada de acordo o teor proteico
minimo, independente do processo de obtencdo, forma de apresentacédo, finalidade de uso e
caracteristicas especificas.

O extrato de soja, também conhecido como “leite” de soja, era conceituado segundo
processamento como " produto obtido a partir da emulséo aquosa resultante da hidratacdo dos
grdos de soja, convenientemente limpos, seguido de processamento tecnoldgico adequado,
adicionado ou ndo de ingredientes opcionais permitidos, podendo ser submetido a
desidratacéo, total ou parcial” (BRASIL, 1978). O processo de producdo do “leite” de soja
ndo € capaz de extrair todo o conteudo 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 alimentacédo
animal ou descartam-no como lixo (PINTO e CASTRO, 2008).

No entanto, a Resolu¢do-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 ndo
mais tecnologia empregada no preparo, sendo facultativo o emprego de expressoes
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consagradas pelo uso, processo de obtencdo, forma de apresentacdo, finalidade de uso ou
caracteristica especifica.

Segundo Marson (2010), a industria de processamento divide em duas partes iguais a
obtengdo de qualquer produto oriundo da soja: a preparacdo e a extracdo. A primeira etapa
que é a de preparagdo consiste na quebra dos gréos, separacdao de cascas, condicionamento,
laminacdo, expansdo e secador de massa. E a segunda etapa do processo que é a extragdo
onde se define o tipo de produto que sera produzido, podendo ser farelo de soja para consumo
animal ou as farinhas, que servirdo de base protéica para a fabricacdo de diferentes produtos
para a alimentacdo humana como, por exemplo, o leite e 0 suco a base de soja. Ou também
podendo ser a producdo de 6leo de soja. Tal defini¢do ilustra o conceito estabelecido pela
RDC 268/2005 da ANVISA (BRASIL, 2005), onde o processo tecnologico utilizado para a
obtencdo do produto final ndo é o determinante para o emprego das expressdes extrato e

farinha.

6.2 VIABILIDADE 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 3. 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
recomendac&o diaria do produto pronto para o consumo (BRASIL, 2008). Considerando uma
porcdo de bebida de soja de 100 mL, a concentracdo minima de probidticos deve estar na
ordem de 10° UFC/mL, em notacéo logaritma o equivalente a 6 log UFC/mL.

Durante as seis semanas de estocagem estudadas as analises microbiologicas
indicaram uma redugdo na concentracdo das duas bactérias probidtica estudadas na ordem de
1 ciclo logaritmico, independente da base liquida de soja empregada na producgéo das bebidas

fermentadas.
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Tabela 3. Viabilidade de bactérias probiéticas (log UFC/mL) nas trés bebidas de soja

fermentadas durante a estocagem refrigerada a 8° C.

Bactéria Bebida* | Processo | Semanal | Semana4 | Semana 6

1 5,54 6,00 6,56

ESL 2 6,65 6,97 NR*

3 6,61 7,28 6,00

Lac_tobac_illus Esp ; ;’22 2‘:2 ':E;
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*

Bifidopacte_rium Esp ; ;’i: :‘32 L’;i

animalis : :

3 8,72 7,91 6,66

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 probioticaelaborada a partir da seguinte base liquida de soja: ESL (extrato de

soja liquido); ESP (extrato de soja em p0); FS (farinha de soja). *NR néo 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 vidveis até a semana 4 de armazenamento do produto, com 8 log UFC/mL,
enguanto o resultado encontrado nesse estudo foi 6 log UFC/mL, no mesmo periodo de vida
de prateleira.

Assim como Branddo (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 concentragdo, sendo 7 log UFC/mL para L. acidophillus e 8 log
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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, &cidos produzidos durante 0 armazenamento,
presenca de oxigénio, producdo de compostos antimicrobianos e reducdo de nutrientes no
substrato, sdo 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 probioticos devem possibilitar sua
producdo em larga escala, resistir aos processamentos, manter acidez estavel, apresentar
sabores e/ou aromas adequados, bem como textura agradavel ap6s a fermentacdo, além de
manter uma contagem de células vidveis durante toda vida atil do produto (PUUPPONEN-
PIMIA et al, 2002; PRADO et al., 2008).

6.3 AVALIACAO HIGIENICO-SANITARIA

As trés bebidas de soja fermentada com probioticos foram analisadas em termos de
Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Coliformes a 45°C no inicio e ap6s
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 condicdo higiénico-sanitaria durante
0 processo. Considerando a Resolucdo n° 12, de 2 de janeiro de 2001 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2001), as bebidas elaboradas encontram-se dentro dos padrdes
microbioldgicos para os produtos a base de soja.

A referida resolugé@o ndo define para as bebidas a base soja, a quantificagéo 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 4. As condi¢des de producdo da bebida e o tempo de

armazenamento pode ser o motivo pela elevada contagem de bolores e leveduras na amostra.
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Tabela 4. Enumeracdo de bolores e leveduras (log UFC/mL) nas trés bebidas de soja

fermentadas durante a estocagem refrigerada a 8° C.

Bactéria Bebida* | Processo | Semanal | Semana4 | Semana 6
1 3,46 3,48 3,18
FS 2 2,59 4,85 5,18
L actobacill 3 2,60 1,00 2,65
actobacilius 1 3,38 473 4,74
acidophilus ESP
2 2,58 1,00 1,00
1 3,70 1,00 NR*
ESL
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
Bifidobacteri 1 4,46 3,65 1,00
iidobacterium |- o, 2 2,90 1,00 1,00
animalis
3 4,48 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 liquidade soja: ESL (extrato de

soja liquido); ESP (extrato de soja em p6); FS (farinha de soja).*Né&o Realizado.

6.4 AVALIACAO DA FERMENTACAO DAS BEBIDAS DE SOJA COM PROBIOTICOS

De acordo com a tabela 5, podemos observar a variacdo de pH e a formacéo de acido

latico na bebida durante o processo de armazenamento. As amostras analisadas antes da

fermentacdo indicam valores de pH na faixa de entre 6,92 a 7,02 e concentracdo de acido

latico na ordem de 0,03 a 0,07g/100g. Os valores de pH do extrato de soja sdo compativeis

aos resultados aguardados no periodo que antecede a fermentacao.
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Tabela 5. Valores de pH e acidez das bebidas de soja antes fermentagdo e apds fermentacéo

com bacteérias probioética, durante a estocagem refrigerada a 8 °C.

Antes da

N _ Fermentacio Semana 1 Semana 4 Semana 6
Bacteria Processo | Bebida* Acidez Acidez Acidez Acidez
PR @oog)| P | @gaoog| P |(gaoog| PP | (gr1009)
1 NR* 0,03 4,85 0,28 4,72 0,28 4,71 0,30
2 FS NR* NR* 4,83 0,27 4,79 0,33 4,78 0,31
3 6,92 NR* 4,72 0,26 NR* NR*|  NR* NR*
1 NR* 0,06 4,74 0,38 4,50 0,48 4,57 0,49
Lactobacillus 2 ESP NR*|  NR* 4,67 0,44 4,63 047| NR*| NR*
acidophilus ' ' ' '
3 6,98 NR* 4,59 0,46 4,41 0,54 NR* NR*
1 NR* 0,06 4,64 0,43 6,36 0,10 4,53 0,45
2 ESL NR* 0,05 4,69 0,41 4,57 0,45 NR* NR*
3 7,01 NR* 4,74 0,37 NR* NR* NR* NR*
1 6,92 0,04 5,03 0,28 5,09 0,27 5,08 0,26
2 FS NR* 0,07 5,01 0,28 5,10 0,27 5,06 0,26
3 6,94 NR* 5,05 0,25 NR* NR* NR* NR*
Bifidobacterium 1 6,97 0,06 4,94 0,45 4,98 0,45 4,98 0,42
2 ESP NR* 0,06 4,98 0,40 5,02 0,38 4,99 0,39
animalis 3 697| NR*|  496| 039 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 7,02 NR* 5,07 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 p6); FS (farinha de soja).*Né&o Realizado.

Apos 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 manutencdo da

viabilidade das bactérias, segundo o processo estabelecido por Walter (2014).

A acidez

titulavel, expressa em &cido latico, ao final da fermentacdo 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 concentracdo de acidez de 0,46

encontrado por Marin (2014), para 0 mesmo periodo.

O comportamento das bebidas de soja fermentadas durante a vida de prateleira foi

monitorado e, de modo geral, houve leve diminuic¢do dos valores de pH para Lactobacillus, da
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semana 1 para a semana 4, e estabilidade nas concentra¢cBes de &cido 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 producéo 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 alteracdo de pH em algumas bebidas fermentadas por Lactobacillus e estabilidade nos
valores de pH nas fermentadas por Bifidobacterium e concentracdes de &cido latico. Acidos
fracos, como por exemplo, o &cido latico inibe o crescimento bacteriano, porque com a queda
do pH externo, o &cido 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 entdo tem que usar ATP para bombear os prétons para fora, ocorrendo a
perda de energia, que causa a parada do crescimento e conseqlientemente a morte das
bactérias. Além disso, ocorre autdlise das células em alta concentracdo de &cido latico
(HOFVENDAHL e HAHN-HAGERDAL, 1997).

A partir dos resultados alcancados para a quantificagdo do acido latico nas bebidas de
soja fermentadas com probioticos é possivel observar um aumento da concentragdo deste
acido em funcdao do processo de fermentacdo de 0,03 para 0,49 g/100g. Porém, a concentracdo
final deécido latico ndo estd dentro do valor indicado pelo Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Leites Fermentados, para a concentracdo final de &cido latico a
qual deve estar entre 0,6-1,5% (BRASIL, 2007).

6.5 CARACTERIZACAO DA COMPOSICAO CENTESIMAL
A composicdo centesimal, calculada em base Umida, das diferentes bebidas de soja

estd descrita na tabela 6. Conforme demonstrado, ndo houve diferengas relevantes nos teores

de cinzas, proteinas e carboidratos.

29



Tabela 6. Composi¢do centesimal das bebidas de soja fermentadas com probidticos (base

Umida, em g/100g).

. Bebida de | Umidade ‘ Cinzas ‘ Proteinas ‘Carboidratos‘ Lipidios

Bactéria Processo .
Soja Semana 1

_ 1 FS 86,68 0,71 2,75 8,13 1,73
Lactobacillus 1 ESp

acidophilus 87,37 0,81 2,63 8,63 0,56

1 ESL 87,06 0,67 2,50 9,27 0,5

1 ES 86,47 0,82 2,94 8,03 1,74

2 86,88 0,62 2,75 7,96 1,79

Bifidobacterium 1 ESp 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 9,32 0,53

2 86,65 0,70 2,75 9,47 0,43

Semana 6

1 ES 87,16 0,55 3,00 7,62 1,67

_ 2 85,91 0,62 2,94 7,30 2,04
Lactobacillus 1 ESp

acidophilus 86,74 0,77 3,06 8,09 1,34

1 EsL 86,20 0,61 2,75 9,42 1,02

2 86,44 0,70 2,75 8,41 1,70

1 ES 86,18 0,60 3,13 8,12 1,93

2 87,14 0,62 2,38 8,21 1,65

Bifidobacterium 1 Esp 86,28 0,77 3,06 8,43 1,46

animalis 2 86,89 0,75 2,75 8,49 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 po6, entre 2,63 e 3,06 g/100g, foram inferiores aos
relatados por Pereira et al. (2009) e Bowles e Demiate (2006), utilizando também extrato de
soja em pd encontraram 45,67 e de 33 @/100g, em base seca, para as proteinas,
respectivamente. A diferenca entre os resultados pode ser relacionada com a taxa e formas de
extracdo e que resulta diretamente na concentracdo dos compostos contidos no extrato
(BOWLES e DEMIATE, 2006).

A farinha de soja integral utilizada para a obtencdo da bebida de farinha de soja
apresentou maiores teores de lipidios quando comparada a bebida onde foi utilizado o gréo

para o preparo do extrato liquido e o extrato em pd. Delaprane (2007), ao usar farinha de soja
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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.

6.6 TEMPO DE FERMENTACAO

A Tabela 7 apresenta a variacdo 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 fermentacéo.

Tabela 7. Tempo de fermentacdo das bebidas de soja fermentadas com probidticos.

Bactéria Processo BEb'd.a de pH PH p_H . Tempo d?
Soja Inicial | Final | Variacéo | fermentagéo
) 1 Fs 6,81 4,85 1,96 04:14
Lactobacillus 2 673 | 483 | 190 04:21
acidophilus
1 ESL 8,40 4,64 3,76 04:13
1 Es 6,73 5,03 1,70 05:16
2 6,73 5,01 1,72 04:58
Bifidobacterium 1 ESP 6,68 | 494 1,74 04:16
animalis 2 6,67 | 4,98 1,69 03:35
1 6,73 5,00 .
ESL 1,73 04:53
2 6,73 5,07 1,66 05:31

*Bebida fermentada com bactéria probiotica elaborada a partir da seguinte base liquida de soja: ESL (extrato de

soja liquido); ESP (extrato de soja em po); BFS (farinha de soja).

O menor tempo de fermentacdo 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

fermentacao 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 poé resultou no procedimento mais curto. Bernal (2004), utilizando Bifidobacterium

animalis, obteve tempo de fermentacdo de 14h00min para atingir o pH final foi de 4,80 para

uma bebida fermentada a partir de extrato hidrossoluvel de soja.
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7 CONCLUSAO

Perante os resultados desse estudo conclui-se que as diferentes matérias-primas a base
de soja sdo bons substratos para o crescimento dos probiéticos, podendo ser utilizada na
producdo 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 pé e da
farinha de soja, materias-primas disponiveis no mercado, ao invés do processo tradicional a
partir do grdo, num processo de producdo simplificado e versatil.

Durante as seis semanas de vida de prateleira avaliadas, as bebidas de soja
fermentadas, independente da matéria-prima de origem utilizadas na sua elaboragéo: farinha
de soja, extrato de soja em po e extrato de soja liquido, atenderam a legislacédo brasileira que
exige a presenca minima de 8 log UFC de microrganismos probioticos por por¢do da bebida
(100mL). Logo, os produtos obtidos sdo alimentos funcionais por conter probiodticos de

acordo com os requisitos legais.
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9 ANEXOS

9.1 Check-List de Processamento

Tratamento Repeticdo Data Simbolo
LA BFS 1
LA BES 1
LA BEL 1
BB BFS 1
BB BES 1
BB BEL 1
Etapa 1
() Retirar brincos e aneis/lavar as mdos
() Verificar o nivel/qualidade da 4gua no banho d'4gua
() Ligar banho d'4gua
() Retirar os padrdes de calibracdo do pH e O2 dissolvido da geladeira
() Separar o restante do material: ‘ Etiquetas, garrafas
() Lavar o material, principalmente embaixo da tampa do banho
() Identificar os frascos de amostra
() Calibrar pHmetro e medidor de O2
() Refratdmetro
Etapa 2
() Preparar as 6 formulaces
() Tipo de pd
Formulacéo da bebida Quantidade (g)
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Ingrediente

Extrato
Liquido

Extrato
P6

Farinha

Agua

Acucar

Extrato de Soja em P6

Sorbato de potassio

Fosfato tricalcico

Total da bebida

Bebida retirada antes de adi¢éo do fermento

Total da bebida e ser fermentada

Total da bebida considerando 0 0% de preparado de fruta

Fermento

Bebida fermentada retirada antes de adicdo do preparado

Total de bebida ferm adicionada de preparado de fruta

Total da bebida considerando o0 0% de preparado de fruta

Etapa 2

Q)

Pasteruizacéo

70-75°C/2min

Q)

Resfriamento

~ 40-45°C

Etapa 3

—~ |~
— |N—

Condicionamento da bebida

Banho a 44°C e

Bebida a 42°C

Etapa 4

Coleta de amostras, conforme tabela de amostragem

N
— [ N—

Medida de pH
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Q)

Medida de sélidos solUveis

Q)

Etapa 5

Prepararo do in6culo

Fermento mae

Quantidade
(9)

Volume de solucao sal. 0,5%

LA

0,000

BB

0,000

Solucéo sal. 0,5%

0,5 g de sal

100 g agua filtrada

Etapa 6

Q)

Condiconamento do inéculo

Etapa 7

Q)

Inoculacdo e mixtura

Q)

Coleta de amostra e resfriamento rapido
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Q)

Fermentacéo

Medida de pH e O2 dissolvido

() Resfriamento
Etapa 8
() Medida de Sélidos sollveis
() Medida de pH
() Retirada de amostras acidez
() Retirada de amostras micro ,
() Retirada de amostras congelar

Tabela de amostragem

Andlises

Ponto pH Brix Acidez Probiéticos | Micro | Rotulagem | Etiquetas | Volume/ponto
Bebida de soja (A) 1 1 2 0 0 1 3

Bebida ferm. (D) 1 1 1 1 1 1 4

Bebida ferm. 30d 1 1 1 1 0 0 2

Bebida ferm. 45d 1 1 1 1 1 1 4

Total de amostras 4 4 5 3 2 3

Volume/amostra 0 20 20 20 50
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Volume total (mL)

#REF!

Volume retirado antes da feremtacéo

100

:ﬁ:
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