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RESUMO

O crescente interesse das pessoas por alimentos saudaveis tém impulsionado a
industria alimenticia a desenvolver novos produtos com propriedades benéficas a
saude, além das funcbes basicas de nutricdo e satisfacdo do paladar. Dentre estes
alimentos ditos “funcionais” a soja e os probiéticos tém recebido especial atencao.
Também os alimentos organicos ganham destaque no cenério de saudabilidade e
sustentabilidade. Acompanhando estas tendéncias, a empresa Ecobras desenvolveu
um produto tipo “iogurte de soja”, o qual é obtido pela fermentacdo do extrato
hidrossoluvel de soja (EHS) com bactérias laticas e probiéticos. O extrato
hidrossoluvel fermentado de soja (EHFS) € uma emulsao do tipo 6leo em agua, com
a fase continua constituida por uma dispersdo de proteinas complexas. Neste tipo
de emulsdo estd presente uma série de processos de instabilidade e a
caracterizacdo e o controle desses processos sao aspectos-chave na formulacao de
produtos comerciais. Assim, o objetivo deste trabalho foi estabilizar o EHFS
produzido pela Ecobras com o uso de hidrocoléides permitidos para uso em
organicos, avaliar a influéncia dos mesmos sobre a viabilidade da cultura
fermentativa e caracterizar o processo de fermentagdo pelo consumo de acucares
da soja e formacgéo de acido latico. Foram escolhidos quatro hidrocoldides de amplo
uso na industria de alimentos: carragena, goma guar, goma xantana e alginato de
sédio que, em uma primeira etapa foram testados isoladamente em diferentes
concentragdes. Os resultados foram avaliados por analise visual e analise digital de
imagens. Visualmente foi possivel observar que a carragena e o alginato de sédio
nao foram capazes de estabilizar o EHFS. Os ensaios acrescidos de goma xantana
€ goma guar ndo apresentaram separacdo de fases durante o tempo de
armazenamento de 30 dias. A andlise digital de imagem das amostras acrescidas de
goma guar, de goma xantana e um controle (sem adicdo de gomas), confirmou os
resultados obtidos visualmente. Um planejamento fatorial do tipo 22 foi realizado
utilizando combinacdées de goma guar e goma xantana em concentracdes que
variaram de 0,18% a 0,32%. Visualmente, apenas a amostra controle (sem adicéo
de goma) apresentou separacao de fases durante o periodo de estudo de 25 dias.
Entretanto, por andlise digital de imagem, foi possivel observar o aumento do
didmetro médio das micelas e 0 ajuste aos modelos linear e exponencial indicando a
existéncia de processo de desestabilizacdo por difusdo molecular e coalescéncia
para os ensaios contendo 0,20% de goma guar + 0,20% de goma xantana e 0,30%
de goma guar + 0,20% de goma xantana. E possivel que esta desestabilizacdo nao
tenha sido observada visualmente em funcdo do impedimento estérico causado
pelas gomas quando em altas concentragbes, dificultando a separacdo das fases.
Para caracterizar o processo de fermentacdo do EHFS, a quantificagdo dos
acucares da soja (glicose, sacarose, rafinose e estaquiose) e de acido latico foi
realizada no extrato de soja antes e depois da fermentacéao, utilizando cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Como resposta houve um consumo de 17% de rafinose,
50% de glicose, 49% da sacarose e uma producao de 0,75 g de acido latico por 100
g de produto, apresentando o produto final uma acidez de 0,83% em acido latico,
valor em acordo com o padrdao de identidade e qualidade (PIQ) de leites
fermentados. Também de acordo com o PIQ de leites fermentados, estes devem ter
contagem minima de 10° UFC/g. Assim, foi estuda a viabilidade das bactérias laticas
no EHFS sem adicdo de gomas e no EHFS contendo quantidades crescentes de
gomas xantana e guar durante o tempo de armazenamento de 30 dias. Apds o
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periodo de andlise todas as amostras tiveram contagem na ordem de 10° UFC/g,
estando dentro dos padrbes estabelecidos para este categoria de produtos e nao foi
verificada influéncia da quantidade de goma na viabilidade da cultura latica uma vez
gue 0s ensaios acrescidos de gomas apresentaram comportamento semelhante ao
controle. Conclui-se entdo que é possivel a producao de EHFS estabilizado
utilizando concentracées adequadas de goma guar e goma xantana e que este
produto atende os regulamentos de acidez e viabilidade da cultura latica postulados
pelo PIQ de leites fermentados.
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ABSTRACT

The growing interest for healthy food has fostered the food industry to develop new
products with other beneficial properties, beyond the basic nutritional and taste
characteristics. Among these so called “functional food”, soy and probiotics have
gained special attention. Organic food has also gathered much attention in the
scenario of healthiness and sustainability. Following these trends, the company
Ecobras developed a product, sort of “soy yougurt’, which is obtained by the
fermentation of soymilk with lactic acid bacteria and probiotics. The fermented
soymilk is an oil-on-water type emulsion, where the continuos phase is made of a
dispersion of complex proteins. In this kind of emulsion there are a series of unstable
processes and the characterization and control of such processes are key aspects in
the formulation of commercial products. Therefore, the objective of this work was to
stabilize the fermented soymilk produced by Ecobras by using hidrocolloids
sanctioned for use in organic food, evaluate their influence over the viability of the
fermentative culture and characterize the fermentation process through the
consumption of soy sugars and the production of lactic acid. Four hidrocolloids of
ample use in the food industry were chosen: carrageen, guar gum, xantham gum and
sodium alginate which were initially tested isolated in different concentrations. The
results were evaluated through visual analysis and digital image processing. Visually,
it could be observed that the carrageen and the sodium alginate were not able to
stabilize the fermented soymilk. The trials where xantham gum and guar gum were
added did not show phase separation during 28 days of storage. The digital image
processing of the samples where guar guam or xantham gum were added, as well as
a control (where no gums were added), confirmed the results obtained visually. A 22
type design was conducted using combinations of guar gum and xantham gum in
concentrations ranging from 0.18% to 0.32%. Visually, only the control sample
(without gum) showed phase separation during the 25 days of study. However,
through digital image processing it was possible to observe the increase in the
average diameter of the droplets, and the adjustment of the linear and exponential
models indicated the existence of a destabilization process by molecular diffusion
and coalescence for the trials containing 0.20% of guar gum + 0.20% of xantham
gum and 0.30% of guar gum + 0.20% of xantham gum. This visual impediment might
have been a result of steric impediment caused by high concentration of the gums,
making it difficult to see the separation of phases. To characterize the fermentation
process of fermented soymilk, the quantification of soy sugars (glucose, sucrose,
raffinose and stachyose) and lactic acid was performed in the soy extract before and
after fermentation using High Performance Liquid Chromatography (HPLC). As a
result, 17% of raffinose, 50% of glucose, 49% of sucrose were consumed and 0.75g
of lactic acid were produced per 100g of the product. The final acidity was of 0.83%
in terms of lactic acid, whose value is in line with the Identity and Quality Standard of
Fermented Milk (IQS). Also in accordance with the IQS of fermented milk, they must
present a minimum count of 10° Colony-Forming Units per gram (CFU/g). Thus, the
viability of lactic bacteria was studied in the fermented soymilk, either without gum or
with increasing quantities of xantham and guar gums, during the 30-day storage
period. After this period of analysis, all samples had counts in the order of 10° CFU/qg,
in compliance with the established standards for this category of products.
Furthermore, no amount of gum was detected to influence the viability of the product,
considering that the samples where gums were added showed similar behavior



relative to the control. Consequently, the conclusion was that it is possible to produce
stabilized fermented soymilk using adequate concentrations of guar and xantham
gum, and that this product complies with regulations on acidity and viability of the
lactic culture required by the 1QS of fermented milk.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

A soja e seus derivados tém sido utilizados ha séculos nos paises orientais
como alimento basico da dieta daquelas populagdes e, mais recentemente, como
ingredientes para produtos industrializados no ocidente. Dados epidemioldgicos
demonstraram que, além do cancer de mama e doengas cardiovasculares, a
osteoporose, cancer de préstata e os sintomas da menopausa sao raros nas
sociedades asiaticas, demonstrando, assim, que a soja tem importante papel na
satde do individuo (CASE et al, 2005; ADETUNJI et al, 2006).

Pesquisas tém sido realizadas para identificar as potencialidades deste
alimento, principalmente devido a quantidade e qualidade de sua proteina, sendo
considerada, dentre os vegetais, o0 melhor substituto de produtos de origem animal.
Além disso, a soja é importante fonte de outros compostos, como fibras,
oligossacarideos com potencial prebiético, vitaminas e minerais (FUCHS et al,
2005).

A busca dos consumidores por dietas mais saudaveis também tem
impulsionado o mercado de alimentos organicos. Segundo o Decreto n°. 6.323, de
27 de dezembro de 2007, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(BRASIL, 2007), sistema orgéanico de producao é todo aquele em que se adotam
técnicas especificas, mediante a otimizacdo do uso dos recursos naturais e socio-
econdmicos disponiveis e o respeito a integridade cultural das comunidades rurais,
tendo por objetivo a sustentabilidade econdmica, a maximizacdo dos beneficios
sociais, a minimizagdo da dependéncia de energia nao-renovavel, empregando,
sempre que possivel, métodos culturais, bioldégicos e mecanicos, em contraposicao
ao uso de materiais sintéticos, a eliminacao do uso de organismos geneticamente
modificados e de radiacdes ionizantes em qualquer fase do processo de producao,
processamento, armazenamento, distribuicdo e comercializacdo, e a protegdo do
meio ambiente.

Estudos recentes mostrando a relacdo entre dieta e salude, somados ao
crescente interesse de alguns individuos em consumir alimentos mais “saudaveis”,
tém levado a industria alimenticia ao desenvolvimento de novos produtos cujas
funcbes pretendem ir além do fornecimento de nutrientes basicos e da satisfagdo do

paladar do consumidor. Estes produtos sdo conhecidos como “alimentos funcionais”



re tem como principal funcdo a reducao do risco de doencas cronico-degenerativas
(BEHRENS e SILVA, 2004).

Acompanhando estas tendéncias a empresa ECOBRAS — Centro Ecobiotico
do Brasil Ltda., com consolidada experiéncia na elaboracao e producao de alimentos
organicos a base de soja, concluiu em 2007 o desenvolvimento de extrato
hidrossoluvel fermentado de soja (EHFS) organico, em parceria com a FAPERJ e
com a EMBRAPA AGROINDUSTRIA DE ALIMENTOS.

Este alimento é obtido da fermentacdo do extrato hidrossoluvel de soja com
varios micro-organismos, especialmente bactérias acido-laticas. Além de melhorar
os atributos sensoriais, o0 processo de fermentacdo reduz ou mascara as
propriedades de compostos indesejaveis, como, por exemplo, rafinose e estaquiose,
que sao reconhecidos como fatores que promovem desconforto gastrointestinal.
(UMBELINO et al, 2001; FAVARO TRINDADE et al, 2001; TUITEMWONG et al,
2003; CRUZ et al, 2009).

O produto de consisténcia liquida e envasado em garrafas pequenas, tipicas
de iogurtes liquidos, foi lancado no mercado com o nome de Yosoy e a intencao da
empresa em langar o produto em versdo cremosa, gerou novo desafio relativo a sua
estabilizacao.

O extrato hidrossoluvel de soja submetido a fermentacao para a obtengao do
“‘logurte de soja” € uma emulsdo do tipo 6leo em agua, com a fase continua
constituida por uma dispersao de proteinas complexas. Este tipo de emulsédo esta
presente em uma série de processos de instabilidade e a caracterizagdo e o controle
desses processos sdo aspectos-chave na formulagdo de produtos comerciais
(SANTIAGO et al, 2002).

Frequentemente adicionados a iogurtes para promover estabilidade e textura
desejavel, hidrocoléides como carragenas, goma guar, pectina e goma xantana, em
condicoes especificas, possuem propriedades espessantes e estabilizantes que
aumentam a firmeza e evitam o processo de sinérese (MUNHOZ et al, 2004;
TONELI et al, 2005; TELES e FLORES, 2007).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo desenvolver um extrato
de soja organico fermentado, estabilizado, utilizando hidrocoléides naturais
autorizados para a produgao organica, e assim avaliar a influéncia destes sobre a
cultura fermentativa e caracterizar o processo de fermentagédo através do consumo

dos oligossacarideos da soja e formacao de &cido latico.



CAPITULO 2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 — A Soja

2.1.1 - Historico

A soja (Glicine max (L.) Merril) é originaria do Extremo Oriente. Na China, seu
cultivo comecgou por volta de 2800 a.C., e sua semente era considerada sagrada
pelo povo chinés, como o arroz, o trigo, a cevada e o painco. Somente no século XX
a soja se tornou conhecida no Ocidente. Na década de 20 do século passado,
agricultores americanos iniciaram o cultivo da soja em larga escala; sendo esta soja
utilizada principalmente como ragdo animal. Durante a Segunda Guerra Mundial,
quando os 6leos comestiveis e as fontes tradicionais de proteinas comecaram a se
tornar cada vez mais escassos, a soja, pela primeira vez, foi utilizada em larga
escala em produtos destinados ao consumo humano (PEREIRA e OLIVEIRA, 2004).

No Brasil, esta leguminosa chegou em 1908, mas a ampliacdo de seu cultivo
ocorreu apenas nos anos 70 com o aumento do interesse na producdo e demanda
internacional de éleo (BOWLES e DEMIATE, 2006). Na década de 1970, o governo
brasileiro investiu na expansao do cultivo da soja, com incentivos fiscais a pesquisa.
Comecaram entdo a serem desenvolvidas cultivares adaptadas para diversas
regides do pais. Com a descoberta e utilizacdo dos alelos para periodo juvenil longo
e florescimento tardio, a soja pode ser cultivada a baixas latitudes, inclusive na area
do equador (LAZARRI, 2006).

Como pode ser observado na Figura 1, os Estados Unidos sdo os maiores
produtores de soja, seguidos pelo Brasil, Argentina e China, responsaveis por
aproximadamente 90% da produc¢do mundial.
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Figura 1: Distribuicdo da Produ¢do Mundial de Soja em 2009
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Segundo levantamento do Instituto Interamericano de Cooperacdo para
Agricultura (IICA, 2009), na safra 2008/2009, a produgdo mundial de soja foi de
242,18 milhdes de toneladas, sendo o Brasil responsavel por 25 % deste total ou 69
milhées de toneladas (Figura 2). A producao de 2010 foi de 259,89 milhdes de
toneladas e a previsao para 2011 é de 253,69 milhdes de toneladas.
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Figura 2: Produgao Mundial de Soja
Fonte: lICA, 2009

Na atual busca por fontes renovaveis e menos poluentes, a soja vem

ganhando novas aplica¢des e usos ndo alimentares. Sao eles: utilizagdo de éleo de
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soja em lubrificantes industriais, tinta para impressdo em gréfica, polimeros,
compostos que substituem a madeira, usos na industria de cosméticos como, por
exemplo, na elaboragao de protetores solares e cremes com agao antioxidante local,
producao de biocombustiveis, dentre outros inUmeros usos (Embrapa, 2011).

2.1.2 - Composicao e valor nutricional da soja

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 insoltveis, oligossacarideos e fitoquimicos. E
freqientemente descrita como uma fonte rica em proteinas ja que sua composicao
apresenta uma média de 30 a 45% de proteinas, 20 a 25% de carboidratos e 15 a
25% de lipideos. Contém ainda minerais como o ferro, zinco, magnésio, potassio,
célcio, manganés e selénio, e vitaminas como o retinol, tiamina, riboflavina,
piridoxina e &cido félico (DALEPRANE et al, 2009).

O grao de soja é colhido, armazenado e comercializado com teor de umidade
entre 8 e 11%. Sua composicdo centesimal estda demonstrada na Tabela 1. O teor
dos compostos é bastante variavel, sofrendo influéncia de fatores tais como tipo de
cultivar, época do plantio, localizacao geografica e estresse ambiental (LAZZARI,
2006).

Tabela 1: Composicao centesimal Grao de Soja.

Valor por 100 g

Umidade 9,749

Energia 363 kcal = 1.517 kJ
Proteinas 40,5¢

Lipidios Totais 22,1¢g
Carboidratos 22,1¢g

Cinzas 5649

Fibra Alimentar Total 21,79

Fonte: Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos -
USP. Verséo 5.0, 2008.



Apesar dos baixos teores de aminodacidos sulfurados, a soja € importante
fonte de lisina e seu significativo conteudo de éleo faz com que seja uma boa fonte
de energia (GOLDFUS et al, 2006).

2.1.3 — Soja e saude

Dentre os alimentos cujas alegagbes de saude tém sido amplamente
divulgadas pela midia nos ultimos anos destaca-se a soja. Suas caracteristicas
quimicas e nutricionais a qualificam como um alimento funcional: além da qualidade
de sua proteina, estudos mostram que a soja pode atuar na redugcao do risco de
doencas cardiovasculares, céancer, osteoporose e sintomas da menopausa
(BEHERENS e SILVA 2004; ADETUNJI, 2006; CIABOTTI et al, 2006). Sao
componentes tais como os antioxidantes naturais, isoflavonas e fosfolipidios que
auxiliam no bem-estar fisico, melhorando o funcionamento do organismo e
prevenindo doencgas cronico-degenerativas (MORAES et al, 2006).

Estudos epidemiolégicos tém mostrado que fraturas por osteoporose,
doencas cardiovasculares, sintomas p6s-menopausa € 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 freqiiente entre mulheres
asiaticas do que em ocidentais. Entretanto, esta vantagem é gradualmente anulada
a medida que as asiaticas adotam os hébitos ocidentais. Estas observac¢des levaram
0s pesquisadores a examinar os habitos alimentares asiaticos, nos quais a soja €
parte importante da dieta tradicional, mostrando ter alguma relacdo com as doencas
acima referidas (ROUDSARI et al, 2005).

Nos Estados Unidos, em 1999, a Food and Drug Administration (FDA)
divulgou um documento para conhecimento publico, ressaltando as acbes em
potencial da soja na reducdo do risco de doencas cardiacas e autorizando as
industrias, daquele pais, a informar nos rétulos de seus produtos as propriedades
benéficas associadas ao consumo de soja. Anteriormente, esse mesmo érgao
anunciou que a ingestao diaria de 25 g de proteina de soja, como parte de uma dieta
com baixa concentracdo de acidos graxos saturados e colesterol, poderia reduzir o
risco de doencas cardiacas.



2.1.4 — Extrato Hidrossoluvel de Soja (EHS)

O EHS é um extrato aquoso de graos de soja, uma emulséo do tipo éleo em
agua com a fase continua constituida por uma dispersao de proteinas complexas. O
método convencional de processamento para a producao do EHS é o tratamento do
produto por calor apés maceracdo e moagem dos graos de soja em agua (CRUZ et
al, 2009).

Apesar do grande potencial do extrato de soja, este obteve, no passado,
baixa aceitacdo no Brasil, basicamente devido ao sabor e aroma desagradaveis ao
paladar dos consumidores brasileiros. A agdo de enzimas presentes nos graos de
soja sobre os acidos graxos poliinsaturados confere ao produto final um sabor que
lembra feijdo cru. Entretanto, recentemente, a industria nacional tem feito uso de
novas tecnologias na obtencdo do extrato de soja para o mercado brasileiro que
apresenta melhor qualidade sensorial. Novos produtos comerciais a base de extrato
hidrossoluvel em combinacdo com sucos de frutas tém obtido éxito no mercado,
indicando que os consumidores podem estar mudando sua atitude em relacdo aos
produtos a base de soja (BEHRENS e SILVA, 2004; DONKOR et al, 2007).

Para muitas pessoas o extrato hidrossolluvel de soja (EHS) pode substituir o
leite de vaca devido a intolerancia ao leite bovino (Tabela 2). Segundo o Instituto
Nacional de Doencas Digestivas, Renais e Diabetes (EUA), cerca de 75% da
populagdo mundial é intolerante & lactose (CASE et al, 2005).



Tabela 2: Composi¢ao Nutricional Extrato de soja x Leite de Vaca (100 g)

Extrato de Soja Leite de Vaca

Valor Energético 54 kcal = 226 kJ 61 kcal = 256 kJ
Carboidratos 6,39 48¢
Proteinas 3,3¢g 3,29
Gorduras Totais 1,89 3,3¢g

Gorduras Saturadas 0,29 199

Gorduras Monoinsaturadas 0,49 0,8¢g

Gorduras Poliinsaturadas 1,09 0,29
Colesterol 0 mg 10 mg
Fibra Alimentar 0,69 0g
Saddio 51 mg 43 mg
Célcio 25 mg 113 mg
Ferro 0,64 mg 0,03 mg

Fonte: USDA National Nutrient Database for Standard Reference, 2011.

2.1.5 — Extrato Hidrossoluvel Fermentado de Soja (EHFS)

A soja tem sido usada como uma significativa fonte protéica na dieta oriental
devido ao seu alto rendimento produtivo, baixo custo e excelente valor nutritivo.
Entretanto, apresenta sabor caracteristico de grao (“beany flavor”) resultante da
oxidacao ou decomposicdo de compostos organicos durante o processamento e,
consumida em excesso, pode causar efeitos colaterais como desconforto
gastrointestinal. Tem sido relatado que a fermentacao da soja com bactérias laticas
gera compostos sensorialmente agradaveis e melhora tanto o sabor quanto a textura
dos produtos de soja (CHANG et al, 2010). Estudos mostram que é possivel
desenvolver um produto tipo iogurte a partir do EHS através de bactérias de
fermentacdo acido latica, incluindo Streptococcus thermoplhilus e Lactobacillus
bulgaricus (ADETUNUJI, 2006).

Trabalhos reportam que algumas bactérias acido laticas crescem lentamente
ou quase nao crescem no extrato de soja, além de produzirem baixos niveis de
acidos organicos. Para melhorar o crescimento de bactérias probibdticas e a
producdo de &cidos organicos, o extrato de soja necessita ser suplementado com
prebidticos diversos, tais como rafinose e inulina (DONKOR et al, 2007).



Assim como o leite de vaca, o extrato de soja é adequado para o crescimento
de bactérias laticas e os oligossacarideos (rafinose e estaquiose), aminoacidos e
peptideos presentes na soja estimulam o crescimento microbiano. Assim, o extrato
de soja é considerado um bom veiculo para bifidobactérias, ja que sua proteina
protege o micro-organismo da acdo de sais biliares, favorecendo a colonizagao
intestinal (HAULY et al, 2005).

O processo de fermentacdo pode melhorar os atributos sensoriais e ainda
reduzir ou mascarar as propriedades dos oligossacarideos rafinose e estaquiose,
que sao reconhecidos como fatores de flatuléncia. A fermentacdo latica é
responsavel pela formacdo de acetaldeido e de diacetil, que conferem
caracteristicas sensoriais agradaveis, melhorando a aceitabilidade do extrato de soja
utilizado para o preparo de bebidas tipo iogurte (CRUZ et al, 2009). Este processo é
conduzido de forma semelhante para o exirato de soja fermentado e para o leite
fermentado. A fermentagdo do acucar faz com que ocorra a diminuicdo do pH,
modificando a carga superficial das proteinas que se agregam para formar uma rede
que aprisiona a fase liquida e goticulas de gordura. 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
introducao de derivados de soja na dieta ocidental, entre outros (FERRAGUT et al,
2009).

Alguns produtos deste tipo sdo comercializados no Brasil, mas o habito de
consumo é mais comum no exterior, sendo a maior variedade encontrada nos
Estados Unidos (Tabela 3).



Tabela 3: Produtos tipo “iogurte” de soja comercializados no Brasil e nos Estados Unidos.

PRODUTOS NO BRASIL

Ingredientes: Agua, acticar, pedagos de morango
e framboesa, extrato de soja, amido modificado,
fosfato tricalcico, fermentos, aromatizantes, corante
natural antocianina e conservante sorbato de
potéassio.

(Fermento: S. thermophilus, L. bulgaricus)

niggang®

528

Ingredientes: Agua, soja organica, aroma natural
de morango, corante natural carmim de cochonilha,
espessantes goma xantana e carragena e culturas
lacteas (S. thermophilus, L. acidophilus e B.
bifidum).

\\ “.Str_awber )
Srvw 7

Ingredientes: Exirato de soja orgéanico, agucar
organico, morangos organicos, aroma natural,
pectina, carbonato de calcio, suco de beterraba
organico (para cor). Contém mistura de seis
culturas vivas S. thermophilus, L. bulgaricus, L.
acidophilus, Bifidus, L. casei, e L. rhamnosus.
Contém soja e leite (culturas ativas a base de leite).

Ingredientes: Extrato de soja organico, suco de
cana organico evaporado, morangos, amido de
milho orgénico, amido de arroz organico, aromas
naturais, acido latico (de fonte vegetal), repolho
roxo (para cor), fosfato tricalcico, culturas ativas
vivas (L. acidophilus, B. bifidum, L. bulgaricus, S.
thermophilus).
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Ingredientes: Exirato de soja organico, suco de
cana organico evaporado, 4agua, morangos
organicos, amido de arroz organico. Contém menos
de 2% de: 6leo de linhaga orgéanico, fibra de
chicéria (inulina) organica, carbonato de célcio,
fosfato tricélcico, suco vegetal (para cor), dextrose
: organica, amido de mandioca organico, goma
wich fBeR ¥ locuste organica, citrato de sodio, agar, aromas
SIRRUBERMIES ~ naturais, pectina, culturas ativas (S. thermophilus,

L. bulgaricus, L. acidophilus, L. casei, L.
rhamnosus, B. bifidum, L. lactis).

Ingredientes: Extrato de soja orgénico, néctar de
agave organico, extrato de raiz de chicéria (inulina),
dextrose de mandioca, éleo de soja orgénico,
pectina, isolado protéico de soja, alginato (extrato
de algas), amido de arroz orgénico, fosfato
tricalcico, fosfato de magnésio, goma locuste,
culturas vivas, carragena, fosfato dipotassio,
vitamina B12.

Culturas ativas incluem: L. bulgaricus, S.
thermophilus, L. plantarum, L. rhamnosus, L.
paracasei, B. lactus.

"™ Rich & Creamy

Ingredientes: Extrato de soja orgéanico, suco de
cana organico evaporado, morangos, amido de
arroz, dextrose, aromas naturais, fosfato tricélcico,
sélidos de xarope de glicose, acido citrico, pectina,
goma locuste, acido ascérbico (vit C), suco de
frutas e vegetais (para cor), culturas de iogurte (L.
bulgaricus, S. thermophilus, L. acidophilus, B.
bifidum, L. casei, L. rhamnosus ).

2.2 — Alimentos Organicos

O sistema de producdo denominado atualmente de convencional baseia-se
na utilizacao intensiva de insumos quimicos (agrotéxicos), mecanizacdo pesada e
melhoramento genético voltado para a produtividade fisica. No entanto, esse padrao
de producgao visando exclusivamente a produtividade, vem sendo muito questionado,
em funcdo da divulgacdao de aspectos negativos, tais como esgotamento dos
recursos naturais, degradacdo ambiental, exclusdo social, elevacao dos custos de
producgéo, contaminacao dos alimentos por agrotoxicos e reducao de sua qualidade.

Uma consequéncia da divulgacdo e da percepcao desses aspectos

indesejaveis tem sido a busca dos consumidores por dietas mais saudaveis e sem
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riscos para a saude, materializada no crescimento da producdo de alimentos
organicos, principalmente a partir da década de 90. Contudo, embora crescente, a
area agriculturavel destinada a producao de orgéanicos é estimada em apenas 0,25%
da area total brasileira cultivada (ARBOS et al, 2010).

Organico € um termo de rotulagem que indica que os produtos sao produzidos
atendendo as normas da producdo organica e que estdo certificados por uma
estrutura ou autoridade de certificagdo devidamente constituida (BORGUINI e
TORRES, 2006). Segundo a legislacao brasileira, sistema organico de producao é
todo aquele em que se adotam técnicas especificas, mediante a otimizacdo do uso
dos recursos naturais e sécio-econdmicos disponiveis e o respeito a integridade
cultural das comunidades rurais, tendo por objetivo a sustentabilidade econdmica, a
maximizacao dos beneficios sociais, a minimizacao da dependéncia de energia nao-
renovavel, empregando, sempre que possivel, métodos culturais, biolégicos e
mecanicos, em contraposicao ao uso de materiais sintéticos, a eliminacao do uso de
organismos geneticamente modificados e de radiagdes ionizantes em qualquer fase
do processo de producdo, processamento, armazenamento, distribuicdo e
comercializacao, e a protecdo do meio ambiente (BRASIL, 2007).

Em uma pesquisa com consumidores, as principais razées para a compra de
alimentos orgéanicos foram: para evitar os pesticidas (70%), pelo frescor (68%), pelos
beneficios nutricionais e de saude (67%) e para evitar alimentos geneticamente
modificados (55%) (WINTER e DAVIS, 2006). Um levantamento publicado pela
empresa Nielsen (Nilsen, 2008) com consumidores na Irlanda, Gra-Bretanha e
Holanda sobre a percepcéo a respeito de produtos organicos ratificaram as razdes

anteriormente citadas (Figura 3).
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PERCEPCAO A RESPEITO DE PRODUTOS ORGANICOS

% de entrevistados que concordam

IRLANDA GRA-BRETANHA HOLANDA
S&o mais seguros para
as pessoas :I 12 26 35
S&0 mais saudaveis :I
12 32 48
Podem evitar pesticidas
e outras toxinas :I 12 e 62
Séolivres de
transgénicos :|2-1 25 38
Mais opcdes de organicos j 10 36 48
deveriam estar disponiveis
Eu desaprovo os métodos 26 18 28
modernos de producéo

Figura 3: Percepgéo do consumidor a respeito de Produtos Orgénicos
Fonte: Nilsen, 2008

De acordo com a Instrucdo Normativa n? 16, de 11 de junho de 2004, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2004), para
produtos com 95% ou mais de ingredientes organicos, sera utilizado o termo
ORGANICO e, para produtos com pelo menos 70% de ingredientes organicos, o
termo PRODUTO COM INGREDIENTES ORGANICOS. Os ingredientes nao
organicos utilizados em produtos organicos precisam ser substancias autorizadas
para uso nesses produtos.

O anexo Il da Instrugdo Normativa Conjunta n® 18, de 28 de maio de 2009, do
MAPA e Ministério da Saude (BRASIL, 2009), dispbe sobre os aditivos alimentares e
coadjuvantes de tecnologia permitidos no processamento de produtos de origem
vegetal e animal organicos. Os hidrocoldides inclusos nesta lista sdo agar, alginato
de sddio, gelatina, goma arabica, goma acéacia, goma guar, goma garrofina, goma

caroba, goma alfarroba, carragena, goma jatai, goma xantana e pectina.

2.3 — Alimentos Funcionais

O conceito de que a natureza da aos alimentos fungdes curativas e de
promogao a saude ndo é recente. Ha 2.500 anos, Hipécrates proclamou: “Seja o
alimento seu medicamento”. Na década de 80 os japoneses iniciaram estudos com
alimentos funcionais, relacionando a ingestdo de alimentos de sua populacdo com
0s baixos indices epidemiolégicos de cancer de mama, célon e a alta longevidade.
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Os beneficios potenciais dos alimentos funcionais para a saude seriam a
reducao do risco de doencas cardiovasculares, diabetes mellitus ndo dependente de
insulina, osteoporose e cancer (PIMENTEL et al, 2005)

Segundo a portaria n® 398 de 30/04/99 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria
do Ministério da Saude (BRASIL, 1999), “alimento funcional é todo aquele alimento
ou ingrediente que além das funcbes nutricionais basicas, quando consumido na
dieta usual produz efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos e/ou benéficos a saude,
devendo ser seguro para consumo sem supervisao médica”.

Observa-se um acelerado desenvolvimento de alimentos que apresentam,
além de caracteristicas nutricionais e tecnoldgicas adequadas, componentes que
exercem funcdes bioldgicas com o intuito de reduzir o risco de doencas e promover
a saude: os alimentos funcionais. Dentre os alimentos funcionais estudados
destacam-se a soja, os probioticos e os prebiodticos (FUCHS et al, 2005). Probidticos,
quando aplicados juntamente com prebibticos possibilitam uma nova forma de
gestdo da microflora conhecida como simbidticos, que podem conferir vantagens
ainda maiores ao hospedeiro. Probiodticos, prebibticos e simbidticos podem ser
classificados como alimentos funcionais promotores de saude e representam o
maior segmento do mercado de alimentos funcionais da Europa, Japao e Australia
(SARKAR, 2008).

2.3.1 — As isoflavonas da soja

As isoflavonas sdo uma subclasse dos flavondides e tém uma distribuicdo
extremamente limitada na natureza. Embora poucas plantas sintetizem isoflavonas,
a forma bioativa esta contida em poucos vegetais de consumo humano, sendo a
soja a maior fonte. Encontram-se, predominantemente, na forma de glicosideos
(ligados a moléculas de acucar), embora os tipos de isoflavonas biologicamente
ativas sado as formas agliconas (sem a molécula de agucar), dentre as quais estao a
daidzeina, a genisteina e a gliciteina (ALLRED et al, 2004; PIMENTEL et al, 2005).

Estes compostos s&o conhecidos também como fitoestrégenos por se ligarem
aos receptores de estrogénio, exercendo acao estrogénica ou antiestrogénica,
dependendo do nivel de horménios sexuais enddgenos. Isto é, podem exercer
efeitos antagbnicos ou nao sobre os estrogénios enddgenos, porque competem
pelos mesmos receptores. Ademais, as isoflavonas da soja podem agir como

inibidores de enzimas ligadas ao desenvolvimento do cancer como, por exemplo, na
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tiroxina quinase, responsavel pela indugdo tumoral; e como antioxidantes, inibindo a
producdo de oxigénio reativo, que esta envolvido da formacao de radicais livres
(PIMENTEL et al, 2005).

Dentre os principais beneficios de saude atribuidos as isoflavonas esta a
reducao do risco do desenvolvimento de cancer, uma vez que afetam o crescimento
de células cancerigenas dependentes de horménios através de seus efeitos nos
receptores de estrégeno e interferéncias com outros mecanismos e ciclos celulares;
a reducdo dos sintomas da menopausa, tais como os fogachos e problemas de
secura vaginal; a prevencao da osteoporose e a diminuicdo do risco de doencas
cardiovasculares, uma vez que a soja tem a capacidade de reduzir as concentracdes
totais de colesterol e de LDL-colesterol, e possui efeitos antioxidantes prevenindo a
arteriosclerose (PIMENTEL et al, 2005).

2.3.2 — Probiotico

De acordo com a Resolugcédo n® 18 de 30 de abril de 1999, probibdticos sao
microrganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal
produzindo efeitos benéficos a saude do individuo (BRASIL, 1999).

A selecao de bactérias probidticas tem como base os seguintes critérios: nao
apresentar variacao genética; ser estavel; apresentar resisténcia ao ambiente acido
do estbmago e a sais biliares, ter capacidade de aderir a mucosa intestinal e
colonizar, ao menos temporariamente, o trato gastrintestinal humano, ter capacidade
de produzir compostos antimicrobianos e metabdélitos. E importante comparar a
segurancga para o consumo humano, o histérico de ndo patogenicidade, e a auséncia
de genes determinantes da resisténcia aos antibioticos (PIMENTEL et al, 2005;
HAULY et al, 2005).

Os probidticos podem atuar como inibidores de bactérias intestinais
indesejaveis, como ativadores da imunidade humoral e celular e facilitadores da
digestibilidade da lactose (PIMENTEL et al, 2005), sendo as espécies mais
comumente usadas em preparacdes probidticas Lactobacillus acidophilus, L. casei,
L. rhamnosus, L.reuterii, Enterococcus faecium, Bifidobacterium adolescentis,
B.breve, B.bifidum,B.infantis, B.longum (FUCHS et al, 2005).

As bactérias probidticas sé apresentam efeitos biolégicos no ambiente
intestinal se atingirem um numero minimo no intestino (PIMENTEL et al, 2005). Para
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receber a nomenclatura de “alimento probiético”, os leites fermentados devem
conter, no minimo, 10° células viaveis por grama ou mililitro do produto (HAULY et
al, 2005) e tais concentracdes de micro-organismos probidticos vidveis devem ser
mantidas constantes ao longo do armazenamento do produto (MARUYAMA et al,
2006).

Tradicionalmente, iogurte €& produzido usando Lactobacillus sp. e
Streptococcus sp. como L. bulgaricus e S. thermophilus. Estas bactérias acido-
laticas promovem alguns beneficios a saude, mas ndo sao habitantes naturais do
intestino nem sobrevivem no trato gastrointestinal. No entanto, Bifidobacterium sp.,
que € um micro-organismo importante no intestino humano, € considerada um
probidtico para iogurte (CHANG et al, 2010) .

Diversos produtos contendo probidticos ja podem ser encontrados no
mercado brasileiro, sendo a grande maioria deles de base lactea (Tabela 4).

Tabela 4: Exemplos de produtos com probidticos comercializados no Brasil.

Produto Probidtico

Leite Fermentado YAKULT (Yakult) Lactobacillus casei Shirota

ACTIVIA (Danone) Bifidobacterium animalis

ACTIMEL (Danone) Lactobacilus casei defensis

Leite Fermentado CHAMYTO (Nestlé) Lactobacillus paracasei

LECTIVE (Leco) Bifidobacterium animalis subsp. Lactis
Leite Fermentado VIG TURMA (Vigor) Lactobacillus casei, L. acidophilus

2.3.3 — Prebiotico

Pela legislacdo brasileira os prebioticos sdo definidos como todo ingrediente
alimentar ndo digerivel que afeta de maneira benéfica o organismo por estimular
seletivamente o crescimento ou atividade de um numero limitado de bactérias
probidticas no intestino, beneficiando a saude (BRASIL, 1999). Varios estudos tém
chamado a atencdo para o curto periodo de vida dos probidticos e para a
contribuicao dos prebidticos (oligofrutose, inulina, rafinose e estaquiose) no aumento
da viabilidade destes no célon (FUCHS et al, 2005; HAULY et al, 2005).

Dado que a microbiota colonizadora tem impacto sobre a saude do
hospedeiro, tem havido muito interesse ao longo dos anos em identificar formas de
modular as atividades das bactérias do célon e manipular a composicao em favor da
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saude. Historicamente, isso tem sido buscado através do consumo de suplementos
microbianos vivos, os probidticos, em uma tentativa de fortalecer o intestino.
Entretanto, os probidticos sdo suplementos de bactérias vivas e precisam ser
mantidos viaveis a fim de serem ativos. Para tanto, uma alternativa é o uso de
prebidticos (RASTALL, 2009).

Segundo Pimentel (2005) para que um alimento seja classificado como

prebidtico ele deve obedecer alguns critérios:
e Nao deve sofrer hidrélise ou absorcédo no intestino delgado;
e Quando atingir o colon deve ser metabolizado seletivamente por um
namero limitado de bactérias benéficas;
e Deve ser capaz de transformar a microbiota do coélon em uma
microbiota saudavel,
e Ser capaz de induzir efeito fisioldgico que seja importante a saude.

O atributo chave dos prebibticos, que os diferencias das demais fibras
dietéticas, € que eles sado metabolizados seletivamente pelos membros da
microbiota do célon mais benéficos a saude, influenciando assim o equilibrio
ecoldégico (RASTALL, 2009).

Os prebidticos abrangem as frutanas que incluem a inulina natural, inulina
hidrolisada enzimaticamente ou oligofrutose e frutooligossacarideos (FOS)
sintéticos, além de galactoligossacarideos, lactulose, isomaltoligossacarideo,
xiloligossacarideos, gentioligossacarideos (HAULY et al, 2005).

A recomendacao dietética para o efeito benéfico dos probidticos é de 18 a
20g/dia. No Japao estabeleceu-se como consumo diario aceitavel cerca de 0,8g/kg
de peso corpéreo por dia. A ingestdo de prebidticos pode estar associada a
flatuléncia. A gravidade desse tipo de sintoma esta associada a dose de FOS
consumida, sendo a ingestdo de 20-30g por dia associada a um desconforto no
individuo (PIMENTEL et al, 2005).

2.3.4 — Simbidtico

A combinacdo de alimentos que contém bactérias vivas (probidticos) e
determinados produtos que servem de substratos para essas bactérias (prebibticos)
€ conhecida como alimentos simbio6ticos, ou seja, alimentos que contém tanto
prebidticos como probidticos (PIMENTEL et al, 2005, KHURANA e KANAWJIA,

2007). Sao classificados como componentes dietéticos funcionais que podem
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aumentar a sobrevivéncia dos probidticos durante a passagem pelo trato digestorio
superior, pelo fato de seu substrato especifico estar disponivel para fermentacao
(HAULY et al, 2005; OLIVEIRA et al, 2008).

2.4 — O Mercado de Produtos Funcionais

O interesse e a busca do consumidor por alimentos mais saudaveis propiciam
um rapido crescimento do segmento da industria de alimentos que visa contribuir
para o alcance de uma dieta de melhor qualidade (CASE et al, 2005).

Segundo relatério publicado em 2008 pela Nilsen (Nilsen, 2008), empresa
especializada em pesquisa, informacdo e analise de mercado, apresentando o
comportamento do mercado de alimentos e bebidas 2006-2007, questdes
relacionadas ao envelhecimento, obesidade e saude infantil continuardo a
impulsionar as compras das categorias mais importantes. As principais tendéncias e
comportamentos de consumo relacionados a Industria de Produtos de Consumo
massificado estao relacionados a:

e Melhoria / manutencao da saude;
e Busca por valor e praticidade;
e Um desejo por conforto e seguranca.

Os consumidores de hoje preferem alimentos que promovem uma boa saude
e previnem doencas. Além disso, estes produtos devem ser adequados ao estilo de
vida atual provendo conveniéncia no uso, bom sabor, e um bom custo-beneficio
(KHURANA e KAMAWUIA, 2007).

Entre 2006 e 2007, o crescimento global de categorias de Alimentos e
Bebidas foi mensurado em 6%, sendo que bebidas probibticas apresentaram um
crescimento de 13% (Figura 4). Este tipo de produto apresenta um ciclo menos

sazonal quando comparado a outras categorias de bebidas (Nilsen, 2008).
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Crescimento ano-a-ano nos 10 maiores mercados:
Categoria: Bebidas Probidticas (5 000)
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Figura 4: Crescimento de Bebidas Probiéticas
Fonte: Nilsen, 2008

Também em publicacdo da Nilsen (Nilsen, 2004) sobre o crescimento de
alimentos e bebidas em 2004, dentre as 89 categorias analisadas, a categoria de
Bebidas a base de Soja foi a que apresentou a maior expansao (31%), seguida de
iogurtes liquidos, com crescimento de 19%. Neste ano as tendéncias apontadas ja
eram:

e O enfoque continuo na saude;
e A necessidade de praticidade;

¢ O crescente impacto das marcas proprias.

2.5 — Emulsoes

Emulsbes sao sistemas coloidais de dois liquidos imisciveis, um disperso na
fase continua do outro. Certos alimentos sdo exemplos de emulsdes do tipo “bleo-
em-agua”, por exemplo, leite e maionese e do tipo “agua-em-6lec”, como a
manteiga. Em muitos casos, a estrutura € complicada pela presenca de particulas
sblidas em suspensdao ou de ar formando espuma (COULTATE, 2004;
McCLEMENTS, 2009).

As emulsdes sdo preparadas por agitacado vigorosa ou homogeneizacao de
dois liquidos imisciveis a fim de formar goticulas da fase dispersa. Contudo, uma
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emulsdo simples decompde-se rapidamente visto que as goticulas dispersas
coalescem para formar uma camada que pode flutuar na superficie ou sedimentar
no recipiente (COULTATE, 2004).

E possivel formar emulsdes cineticamente estaveis por um periodo de tempo
razoavel (alguns dias, semanas, meses ou anos), pela inclusdo de substancias
conhecidas como estabilizantes. Um estabilizante é um ingrediente que pode ser
utilizado para aumentar a estabilidade de uma emulséo e pode ser classificado tanto
como um emulsificante quanto como um modificador de textura dependendo do seu
mecanismo de acdo (McCLEMENTS, 2009).

Emulsificantes sdo moléculas que pela redugdo da tensdo superficial
possibilitam que novas superficies sejam produzidas mais facilmente quando a
energia € incorporada ao sistema (p. ex., por homogeneizadores), permitindo, assim,
que um maior numero de goticulas seja formado. Agentes de atividade superficial
possuem moléculas polares (ou “hidrofilicas”) em uma extremidade e nao-polares
(ou “lipofilicas”) na outra. Em emulsdes, as moléculas dos emulsificantes orientam-
se na superficie das goticulas, com a terminacgéo polar na fase aquosa e a nao-polar
na fase oleosa (FELLOWS, 2006) (Figura 5).

Grupos polares atraem agua formando
uma barreira protetora que necessita ser
romplda para que as goticulas coalesgam
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Figura 5: Representacao diagramatica da estrutura de uma goticula de 6leo em uma emulsao
do tipo 6leo-em-agua.
Fonte: COULTATE, 2004
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Modificadores de textura podem ser divididos em duas categorias: 0s
espessantes e os gelificantes, dependendo da maneira como operam e das
caracteristicas reoldgicas de suas solugdes. Agentes espessantes sao ingredientes
usados para aumentar a viscosidade da fase continua das emulsées, enquanto
agentes gelificantes sdo usados para formar um gel na fase continua das emulsdes.
Portanto, modificadores de textura reforcam a estabilidade da emulséo por retardar o
movimento das goticulas. Na industria de alimentos, os mais utilizados
habitualmente sdo proteinas ou polissacarideos em emulsdes “Oleo-em-agua” e
cristais de gordura em emulsdes “4gua-em-6leo” (McCLEMENTS, 2009).

Emulsbes do tipo “6leo-em-agua” tém atraido consideravelmente a atencao
da industria alimenticia devido as suas propriedades fisico-quimicas e atributos
fisicos. Entretanto, sdo sistemas termodinamicamente instaveis, especialmente
aqueles com reduzido conteddo de 6leo, geralmente dividindo-se em duas fases
distintas (LORENZO et al, 2008).

A fonte tradicional de agentes emulsificantes em preparacdes alimenticias é a
gema de ovo devido a sua alta concentragéo de fosfolipideos. A lecitina recuperada
do dleo de soja durante a sua purificacdo preliminar vem apresentando valor
crescente como um agente emulsificante natural alternativo, sobretudo para o uso
em chocolates e outros artigos de confeitaria, e também quando se deseja um
produto vegetariano. Para alimentos onde nem a gema de ovo nem a lecitina de soja
sao agentes emulsificantes apropriados, sao utilizadas substancias sintéticas como
derivados do glicerol, ésteres de sorbitana e ésteres do acido diacetiltartarato de
monoglicerideos (COULTATE, 2004).

Em produtos lacteos como o queijo, a sinerese é uma condicao essencial na
producdo uma vez que esta envolvida na eliminagcdo de agua das particulas do
coagulo, o que é necessario para se alcancar a umidade apropriada para uma
variedade de queijo. Em contraste, a separac¢do do soro € um grande defeito quando
ocorre na superficie de produtos tipo iogurte. A separacdo espontanea do soro
ocorre quando o soro da superficie & expulso de um gel durante a gelificacao e
subsequente envelhecimento (LUCEY, 2001).

2.5.1 — Mecanismos de instabilidade da emulsao

O termo “estabilidade da emulsao” é amplamente utilizado para descrever a

habilidade de uma emulsao de resistir as mudancas em suas propriedades ao longo
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do tempo. No entanto, ha uma variedade de mecanismos fisico-quimicos que podem
ser responsaveis por alteracées nas propriedades da emulsdo. Alguns mecanismos
fisicos sdo comumente responsaveis pela instabilidade de emulsées de alimentos
(Figura 6) (SCHULZ, 2005).

Creaming/
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Figura 6: Mecanismos de instabilidade de emulsbes
Fonte: SCHULZ, 2005

A formacdo de creme (“creaming”’) e a sedimentacdo sao formas de
separacao gravitacional. A formacao de creme descreve o movimento ascendente
das gotas devido ao fato de que elas tém uma densidade mais baixa do que a do
liquido circulante, enquanto a sedimentacao descreve o movimento descendente
das gotas devido ao fato de terem uma densidade maior do que a do liquido ao
redor (McCLEMENTS, 2009).

O fenbmeno de “creaming” recebe este nome pelo exemplo mais comum:
pela separagdo da nata de leite. O que acontece neste caso, ndo € somente a
quebra da emulsdo, mas a separacdao em duas emulsdes, uma rica na fase dispersa,
a outra pobre. Conforme mostrado pela Equagdo de Stokes, Equacao 1, alguns
parametros podem inibir este fenbmeno: a reducdo do tamanho da gota (r), a
viscosidade da fase externa (n) e a diferenca da densidade (d1 — d2). Claramente a
reducao do tamanho da gota é o maior efeito.

Equacao 1
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Onde, u ¢ a taxa de sedimentacdo, g a aceleragéo da gravidade, r é o raio da gota, d; é a densidade
da esfera, d, do liquido e n; a viscosidade do liquido (SCHULZ, 2005).

Floculacdo e coalescéncia sdo dois tipos de agregacdo de goticulas. A
floculagdo ocorre quando duas ou mais goticulas se juntam para formar um
agregado no qual as gotas mantém a sua integridade individual, enquanto que a
coalescéncia é o processo pelo qual duas ou mais gotas se fundem para formar uma
Unica gota maior (McCLEMENTS, 2009). A floculagao pode ser evitada por simples
agitacao enquanto que a coalescéncia nao (FREIRE, 2003).

A degradacdo da emulsdao por coalescéncia é caracterizada por um
alargamento na distribuicdo de tamanhos das particulas, com um aumento
exponencial do volume da particula (diametro médio ao cubo) em funcéo do tempo,
de acordo com a teoria de van den Tempel (Equacéo 2). Este processo se deve as
moléculas individuais possuirem a tendéncia de deixar as micelas menores e

difundirem-se através da fase continua, até particulas de maiores dimensoes.
Ru > = Rumo® exp (Kt) Equacéo 2

Onde, Ry é o raio médio da particula no tempo t, Ry 0 € o raio médio inicial da particula e K é a
constante da coalescéncia (SILVA, 2008).

A inversdo de fase € o processo pelo qual uma emulsao “6leo-em-agua” é
convertida em “agua-em-6leo” ou vice-versa (McCLEMENTS, 2009). Quando uma
grande quantidade de emulsificante é introduzida na emulsédo, com intensa agitagéo,
a emulsao inicial pode ser invertida, ou seja, a fase dispersa se torna o0 meio de
dispersao e vice-versa. Por exemplo, uma emulsdo O/A estabilizada com oleato de
sédio, pode ser convertida em A/O pela introducédo de oleato de calcio no sistema
com agitacao intensa (SCHULZ, 2005).

A difusdo molecular ou processo de Ostwald ripening esta relacionado com
diferengas na pressao de vapor e solubilidade que existem entre diferentes micelas,
ou seja, micelas menores possuem pressdes de vapor e solubilidades superiores
gue micelas maiores. Isso é essencialmente um tratamento teérico conhecido como

a teoria de Lifshitz-Slyozov-Wagner (LSW) e suas modificacbes, onde 0 mecanismo
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molecular da difusdo é caracterizado pelo crescimento linear do volume da micela
com o tempo, aumentando com a solubilidade e a difusibilidade da fase dispersa
(6leo) na fase continua (adgua). Através de uma derivacdo longa e matematica
abstrata, eles concluem que o raio médio das particulas < Ry >, cresce como segue
(Equacéo 3):

d (Rw)® /dt=8CDy V2 / 9KT Equacio 3

Onde, C e D sao respectivamente a solubilidade e o coeficiente de difusao da fase dispersa no meio
continuo, o Vm é o volume molar do composto disperso, k é a constante de coalescéncia, e T a
temperatura absoluta. (FREIRE et al., 2005; GARCIA, 2008).

A estabilidade de uma emulsdo pode ser estudada através da evolucdo do
tamanho da goticula e pela distribuicdo do tamanho da goticula. O aumento do
didmetro médio é um indicador de perda da estabilidade da emulsdo e a taxa de
crescimento das goticulas revela 0o mecanismo responsavel pelo seu
envelhecimento. Dois mecanismos principais tém sido considerados responsaveis
pela perda de estabilidade de emulsbes: coalescéncia e difusdao molecular (SILVA et
al, 2010).

2.6 — Hidrocolodides

Os hidrocoléides, também chamados de gomas, sédo aditivos alimentares que
tém funcdo de espessar, estabilizar, encorpar, conferir viscosidade, elasticidade e
dar a textura desejada ao alimento produzido. Podem, ainda, ser utilizadas como
substituintes de gorduras, ja que a gordura é fundamental para os efeitos sensoriais
e fisioldégicos dos alimentos, contribuindo para o sabor, percepcdo no aparelho
bucal, aparéncia e aroma. Adicionalmente, contribuem como substituintes de acucar
e como fontes de fibras em dietas, sendo freqientemente empregadas em produtos
alimenticios light  MARUYAMA et al., 2006).

Os hidrocolbdides sdo, em sua maioria, de ocorréncia natural, soluveis em
agua e tém propriedades espessantes e/ou gelificantes em condi¢coes especificas
(MUNHOZ, 2004). A principal finalidade do uso de gomas em produtos lacteos
cremosos é melhorar e manter as caracteristicas reoldgicas, tais como textura,
viscosidade, consisténcia, aspecto de corpo, tdo importantes quanto as sensoriais
como o sabor e aroma do produto (NIKAEDO et al, 2004).
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A caracteristica distintiva das gomas € a sua grande afinidade pela agua e a
elevada viscosidade de suas solugdes aquosas. Contudo, elas ndo formam géis, e
suas solucées sempre conservam a plasticidade mesmo em concentracées bem
altas. A particularidade estrutural essencial em todas as gomas é a extensiva
ramificacdo, capaz de aprisionar grandes quantidades de agua e assegurar que,
mesmo solucdes bastante diluidas sejam viscosas.

Segundo Godoy e colaboradores (1998), o uso de hidrocol6ides como
estabilizantes se da pelo espessamento da fase dispersante, formando uma rede
tridimensional a qual engloba as particulas, mantendo-as em suspensao.

No passado, a aplicacao habitual das gomas em produtos alimenticios era a
de agentes espessantes substitutos para o amido. Hoje em dia, sdo usadas com
freqiéncia em concentragbes mais baixas como auxiliares na estabilizacdo de
emulsdes e para “amaciar’ a estrutura de produtos como sorvetes. Contudo, o
entendimento recente de que sdo os compostos sollveis o0s responsaveis pelos
efeitos benéficos de uma dieta rica em fibra na incidéncia de doencas arteriais
chamou a atencéao para o papel funcional das gomas (COULTATE, 2004).

2.6.1 — Goma Xantana

Tradicionalmente, os polissacarideos usados no preparo e processamento de
alimentos tém sido obtidos a partir de plantas terrestres e aquaticas como
carragena, goma guar e carboximetil celulose. Outra fonte possivel de
polissacarideos para uso em alimentos € dada pela capacidade bio-sintética de
alguns micro-organismos nao patogénicos com o0s quais se obtém os biopolimeros
bacterianos xantana, gelana e dextrana. O interesse por essa fonte de hidrocoldides
reside nas caracteristicas diferenciadas e vantajosas que eles apresentam, como:
ingestdo sem efeitos adversos, independéncia de producdo com relacdo as
condi¢cbes climaticas e a instabilidade politica de paises produtores, permitindo
continuidade em sua producgao e alto rendimento a partir de substratos de baixo
custo (DIAZ; VENDRUSCOLO; VENDRUSCOLO, 2004).

A goma xantana é um polissacarideo extracelular produzido pela bactéria
Xanthomonas campestris. E constituida de uma cadeia principal de unidades de D-

glicose unidas entre si por ligagoes B(1-4) com residuos alternados de D-manose e
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acido D-glicurbnico, na propor¢cdo molar de 2:1, formando a cadeia lateral
(MUNHOZ, 2004) (Figura 7).
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Figura 7: Estrutura da goma xantana
Fonte: The Merk Index, 1976.

Seu largo uso na industria de alimentos é devido a: (1) solubilidade em agua
quente ou fria, (2) alta viscosidade a baixas concentracdes, (3) pequena variagao na
viscosidade em fungédo da temperatura, (4) excelente solubilidade e estabilidade em
sistemas acidos, (5) propriedades reoldgicas unicas que fornecem alta viscosidade
sob pequeno cisalhamento e baixa viscosidade sob vigoroso cisalhamento, (6)
excelente compatibilidade com uma larga gama de sais e (7) excelente estabilidade
térmica (EL-SAYED et al, 2002).

Algumas das aplicagbes da goma xantana na industria de alimentos sédo
molhos, coberturas para saladas, catchup, produtos de confeitaria, produtos
dietéticos, sucos de frutas, sopas e caldos, entre outros, e neles ela é utilizada como
agente espessante, estabilizante, suspensivo e auxiliar de emulsificacao,
possibilitando a criacdo de novos produtos de diferentes texturas (DIAZ;
VENDRUSCOLO; VENDRUSCOLO, 2004).

O preparo de iogurtes e produtos tipo iogurte livre de defeitos de textura,
consisténcia e sinerese continua a ser um problema na industria latica e de
similares. Gomas estabilizantes como a goma xantana sao usadas para melhorar a
textura, aumentar a firmeza e prevenir a sinerese no iogurte. Isto € importante para
ajudar na manutencao de boa textura e propriedades visiveis durante o transporte e
o armazenamento (EL-SAYED et al, 2002).
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2.6.2 — Goma Guar

A goma guar é extraida do endosperma da semente de Cyamopsis
tetragonolobus, uma planta pertencente a familia das leguminosas. E um
polissacarideo soluvel em agua, nao forma gel e é compativel com outras gomas,
amidos, hidrocoléides e agentes gelificantes (naturais e sintéticos). Interage
sinergeticamente com a goma xantana resultando em aumento da viscosidade da
solucao (NIKAEDO et al, 2004).

Quimicamente é definida como uma galactomanana formada por cadeias
lineares de unidades de D-manopiranosil ligadas entre si por ligagdes B(1-4) e
unidades de D-galactopiranosil, ligadas entre si por ligagdes a(1-6) (MUNHOZ,
2004) (Figura 8). Esta goma produz solugcdes viscosas com comportamento
pseudoplastico em baixas concentragdes, isto €, a viscosidade decresce com o
cisalhamento e é usada em aplicagbes nas quais € necessario espessamento,
estabilizacao, controle reolégico e de viscosidade, suspensao e formacao de corpo,
modificacao de textura e consisténcia e retencdo de dgua. Além disso, a goma nao é
desfavoravelmente afetada pelos baixos valores de pH e é efetiva em produtos
acidos (NIKAEDO et al, 2004; MARUYAMA et al, 2006).

Figura 8: Estrutura da goma guar
Fonte: The Merk Index, 1976.

2.6.3 — Carragena

As carragenas sdo da familia de polissacarideos sulfatados lineares que
podem ser extraidos como componentes da matriz de algas marinhas vermelhas. A
sua estrutura quimica é baseada na repeticdo de uma unidade de dissacarideos do
tipo AB, de modo que elas podem ser escritas, de maneira geral como (AB)n, onde
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A é derivado de unidades de ligacées 1,3 de B-D-galactose e B , geralmente, mas
nao invariavelmente, estd presente através de ligacées 1,4 de 3,6-anidro-a-D-
galactose (TONELI et al, 2005).

As carragenas sao bem caracterizadas em termos de sua estrutura quimica e
podem ser classificadas em y, K, v, 1, A, 8 e ¢-carragenas. Dentre os varios tipos
existentes, somente trés sao comercialmente importantes: K, 1 e A,-carragenas
(Figura 9). Elas sao polimeros versateis como aditivos em alimentos, sendo capazes
de se ligar a agua, promovendo a formacdo de géis e atuando como agente
espessantes e estabilizantes. Vantagens adicionais estdo na sua capacidade de
melhorar a palatabilidade e a aparéncia. O uso das carragenas na industria
alimenticia inclui uma grande quantidade de sobremesas lacteas (sorvetes,
achocolatados, flans, géis de leite) e conservas de carne, incluindo alimentos ou
racbes para animais. Além disso, a sua habilidade de permanecer em solugéo
permite seu uso em molhos para salada (TONELI et al, 2005).
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Figura 9: Estrutura das carragenas de importancia comercial
Fonte: Food Ingredients, 2010.
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2.6.4 — Alginatos

Alginatos sao polissacarideos estruturais que ocorrem, naturalmente, nas
algas marinhas marrons (Phaeophyceae) que crescem nas aguas rasas das zonas
temperadas e em bactérias do solo. Existem muitas espécies de algas marrons,
mas, apenas, algumas sdo, suficientemente, abundantes e, convenientemente,
localizadas para a producdo de materiais de valor comercial, os alginatos. Assim
como ocorre com as carragenas, alginatos é um termo coletivo para 4acido alginico,
seus sais e derivados (TONELI et al, 2005).

O acido alginico é composto de duas unidades diferentes de
monossacarideos: acido B-D-manurdnico (M) e acido a-L-gulurbnico (G), unidos por
ligacées 1-4 (Figura 10). O préprio &cido alginico € insoluvel, porém seus sais de
alcalimetalicos sdo espontaneamente solUveis em agua. Formam géis rapidamente
na presenca de fons Ca?. Como se pode esperar, preparacdes de alginatos
originados de diferentes espécies de algas variam suas propor¢cdes M/G, resultando
em variacées correspondentes de seus géis. Géis de alginato de calcio ndo se
fundem em temperaturas abaixo do ponto de fervura da agua. Assim, encontram-se
uma série de aplicagdes em produtos alimenticios. Se um puré de fruta € misturado
com alginato de sédio e a seguir tratado com uma solugao contendo calcio, varias
formas de fruta reconstituida podem ser obtidas (COULTATE, 2004).

m H li]

Figura 10: Estrutura do &cido alginico
Fonte: The Merk Index, 1976.

Segundo Toneli e colaboradores (2005), os alginatos nao tém valor nutricional
e sao utilizados como aditivos para melhorar, modificar e estabilizar a textura de
certos alimentos. Propriedades importantes incluem a melhora da viscosidade,
habilidade de formacédo de gel e estabilizacdo de misturas aquosas, dispersdes e
emulsdes. Algumas dessas propriedades sao provenientes das propriedades fisicas
inerentes dos alginatos, mas elas também podem ser resultado da interacdo com

outros componentes do alimento, tais como proteinas, gorduras ou fibras.
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CAPITULO 3 - OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um extrato hidrossolavel
fermentado de soja organico estavel, utilizando hidrocoléides naturais autorizados
para a producdo organica, avaliar a influéncia destes sobre a cultura fermentativa e
caracterizar o processo de fermentacao do EHS.

Para atingir este objetivo foram realizadas as seguintes etapas:

v’ Selecgao dos hidrocolodides naturais para formulagdo do produto;

v Avaliagdo da estabilidade do extrato hidrossoluvel fermentado de soja com
diferentes concentracbes de gomas, durante o armazenamento, através de
Analise Digital de Imagens;

v Caracterizacdo do processo de fermentacdo do EHS pelo consumo de
carboidratos da soja e producéao de acido latico;

v" Avaliagcao da viabilidade da cultura latica no tempo de estudo e influéncia dos

hidrocol6ides naturais.
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CAPITULO 4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 — Materiais

O extrato hidrossoluvel fermentado de soja (EHFS), objeto deste estudo, foi

fornecido pela empresa Ecobras, produtora de alimentos organicos a base de soja,

localizada no municipio do Rio de Janeiro. O produto foi obtido de acordo com o

processo descrito abaixo na Figura 11:

Graos de Soja
Organica

| Maceracao |

v

| Lavaaem / Drenaaem |

v

Moagem

v

Cozimento
(tratamento térmico)

v

Prensagem
(separagao de insollveis)

v

Homogeneizagao

Okara
(residuo insoluvel)

Extrato
Hidrossoluvel de
Soja

| Resfriamento |

v

| Inoculacao |

v

| Fermentacao |

Figura 11: Diagrama do processo de produgao do Extrato Hidrossoluvel de Soja Fermentado.
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A fermentagéo foi realizada através da inoculagdo de cultura latica termofilica
liofilizada composta por simbiose de varias cepas de Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium (Lyofast SAB 440 A), fornecida pela
empresa SACCO BRASIL.

Segundo informacdes da Ecobras, o extrato hidrossollvel de soja utilizado
apresentou 6,5 °Brix, o pH final de fermentacéo foi de 4,6 e o produto tem em sua
composicao 1,2% de carboidratos, 3,8% de proteinas e 1,8% de gorduras totais.

Para reproduzir caracteristicas de produtos comerciais, o extrato de soja
fermentado foi adogado com 11% p/p de acgucar cristal organico claro da empresa
NATIVE.

4.1.1 — Ingredientes e Reagentes

Foram usados na estabilizacdo do EHFS goma xantana, goma guar,
carragena e alginato de sodio, todos hidrocol6ides de origem natural, permitidos
para uso em alimentos organicos e de largo emprego na industria alimenticia. As
gomas xantana, guar e carragena foram fornecidas pela empresa Doce Aroma € 0

alginato de sédio pela FMC Bio Polymer.

No estudo de caracterizacdo da fermentacdo foram utilizados padrdes de
rafinose, estaquiose, acido latico, glicose e sacarose (Sigma chemical Co., St. Louis,
Missouri).

Para avaliacdo da viabilidade das bactérias laticas no ESF foi utilizado meio
para cultivo de bactérias do género lactobacilos, LACTOBACILLI MRS BROTH
(Tabela 5), fornecido pela empresa Neogen, e gerador de anaerobiose (OXOID,
ANAEROGEN). De acordo com informagdes do fabricante, este gerador de
anaerobiose é ativado com o simples contato com o ar, produzindo em
aproximadamente 30 minutos uma atmosfera de anaerobiose na qual as
concentracdes de gases serdo de 10% de diéxido de carbono (CO,) e menor que
1% de oxigénio (O); sendo seu principio ativo, uma mistura de acido ascoérbico e

carvao.
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Tabela 5: Composi¢cdao do meio de cultura LACTOBACILLI

MRS BROTH

Componente Quantidade por litro
Peptona 109
Extrato de carne 10 ¢
Extrato de levedura 59
Glicose 20 g
Acetato de Sodio 1g
Fosfato Dissédico 29
Citrato Amoniacal 29
Sulfato de Magnésio 0.1g
Sulfato de Manganés 0.05¢g

Fonte: Rétulo do produto

4.1.2 — Equipamentos e Programas

Homogeneizador Ultra Turrax T25 basic da IKA® (9500rpm; 1min)
Microscopio Nikon Eclipse E200®

Camera digital Evolution VF fast cooled color MediaCybernetics Qlmaging®
Programa computacional Qcapture-Pro Qlmaging®

Programa computacional Matlab v.7.0.1®

Stat Soft, Inc. (2004) STATIATICA (data analysis softyware system), version 7.
Programa Origin 7.1.

Ultrafreezer CL120-80V Coldlab®

Liofilizador Enterprise®

Cromatégrafo Waters®
Coluna Aminex® HPX- 87H, 300x7.8mm (Bio-Rad Laboratories Ltda.)
Pré-coluna trocadora de cétions (Bio-Rad Laboratories Ltda.)
Detector de IR (Waters 2414)
Bomba binaria (Waters 1525)
Forno e médulo controlador de temperatura (Waters)

Software cromatografico: HPLC Breeze
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4.2 - Métodos
4.2.1 — Estudo da Estabilidade do EHFS adicionado de gomas

4.2.1.1 - PREPARACAO DAS AMOSTRAS

O estudo de estabilidade do EHFS adicionado de gomas foi realizado em
duas etapas, a primeira avaliando a acado individual de cada hidrocoldide e a
segunda etapa observando a sinergia entre os hidrocoléides que apresentaram
melhor desempenho na primeira etapa.

A adicdo das gomas foi realizada no Laboratério de Enzimologia da Escola de
Quimica — UFRJ, sempre no dia seguinte a producao do EHFS pela Ecobras, de
acordo com as concentracoes determinadas para cada etapa do estudo. Neste
processo foi utilizado um homogeneizador Ultra Turrax T25 basic da IKA® (Figura 12)
e as amostras homogeneizadas a 9500 rpm por 1 minuto. Todas foram
acondicionadas em tubos de centrifuga com tampa de rosca, colocadas em estante
prépria e mantidas a temperatura de refrigeracao, de 8°C a 10°C. Esta temperatura
foi escolhida por ser aquela freqientemente praticada em estabelecimentos

comerciais.

] 5

Figura 12: Ultra Turrax T25 basic da IKA®
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4.2.1.2 - 12 ETAPA

Consistiu na avaliacdo preliminar de estabilidade de cada goma
individualmente para determinacao da faixa de concentracédo a ser estudada. Para
este estudo foram preparadas diferentes amostras contendo concentracoes distintas
de goma guar, carragena, goma xantana e alginato como resumido na Tabela 6.

O periodo de estudo foi de 30 dias, sendo este o tempo de viabilidade
microbioldgica estipulado pelo fornecedor do EHFS. A estabilidade das emulsdes
foram avaliadas nos tempos 1 dia, 15 dias e 30 dias, por andlise de imagem digital
(ADI).

Tabela 6: Concentragbes de gomas (% p/p) para avaliagao da faixa de estudo

Experimento = Goma Guar Carragena GomaXantana Alginato
I 0,20%
I 0,35%
11 0,50%
v - 0,10%
\Y - 0,30%
\ - 0,50%
VI - - 0,10%
Vil - - 0,20%
IX - - 0,30%
X - - - 0,10%
Xl - - - 0,50%
Xl - - - 1,00%

4.2.1.3 - 22 ETAPA

Nesta etapa foi avaliada a sinergia das gomas guar e xantana na
estabilizagdo do EHFS, de acordo com o planejamento fatorial completo 22, incluindo
4 pontos axiais e 3 repeticbes no ponto central, totalizando 11 experimentos
(Tabelas 7 e 8). As amostras foram analisadas por analise digital de imagem (ADI),

em intervalos de 5 dias, durante o periodo de 25 dias.
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Tabela 7: Fatores e niveis do planejamento fatorial 2°.
Variavel -1,41 -1 0 1 1,41
Goma Guar 0,18% 0,20% 0,25% 0,30% 0,32%
Goma Xantana 0,18% 0,20% 0,25% 0,30% 0,32%

Tabela 8: Ensaios contemplados no planejamento fatorial 2°.

Ensaios Goma Guar Goma Xantana
1 -1 -1
2 1 -1
3 1 1
4 1 1
5 -1,41 0
6 1,41 0
7 0 -1,41
8 0 1,41
9 0 0
10 0 0
11 0 0

4.2.1.4 - ANALISE DE ESTABILIDADE DE EMULSOES POR ANALISE DIGITAL DE
IMAGENS (ADI)

A estabilidade das emulsdes foi avaliada através do estudo da evolucéao do
tamanho das micelas durante o periodo de estudo, considerando que o aumento do
tamanho das micelas sugere a perda da estabilidade do sistema.

Cada amostra foi diluida a uma proporcao de 50uL de amostra para 400 pL
de agua destilada e em seguida dispostas duas gotas sobre lamina, cobertas por
laminula e levadas ao microscopio 6tico para visualizagdao das micelas.

O tamanho das micelas foi determinado através da andlise de imagens
utilizando microscépio 6ptico Nikon®, modelo Eclipse 200, com ampliacdo de 40X,
acoplado a uma camara, Evolution VF cooled color, marca MediaCybernetics®, para
fotografia digital (Figura 13). As imagens foram obtidas com o auxilio do programa
Qcapture 2.73.0 e posteriormente tratadas empregando o software desenvolvido em
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MatLab® 6.1(1997), onde sao efetuadas a contagem e a medi¢cdo do tamanho das
micelas, de acordo com o procedimento utilizado por MIGUEZ (2008).

Figura 13: Equipamento para captura de imagem

A anadlise de imagem realizada seguiu uma seqléncia de trés etapas: a
binarizacdo das imagens obtidas, a quantificacdo das micelas e o calculo de
parametros estatisticos (FREIRE et al, 2005).

A binarizacdo consistiu na conversao da imagem capturada para uma imagem
em preto e branco, com a eliminagao de possiveis ruidos (Figura 14). Esta primeira
etapa foi parte vital do processo de analise de imagem, uma vez que todos os dados
mensuraveis foram obtidos a partir dela. A segunda etapa quantificou as micelas,
apresentando o didmetro, volume e area de cada micela. Na Ultima etapa uma
andlise estatistica dos dados obtidos a partir de varias imagens foi realizada para
quantificar o numero total de objetos analisados, o didmetro médio das micelas e
seu desvio padrdo. Esta analise forneceu ainda a distribuicdo de tamanho da
particula e a sua circularidade, parametro este que permitiu detectar outros objetos
gue nao as micelas (FREIRE et al, 2005).

Para calibrar o tamanho da micela, os pixels da imagem foram convertidos em
micrdmetros com o auxilio de um micrémetro e analise em um software, Image-Pro

Plus® 5.0, o qual efetuou a referida conversao (SILVA, 2008).
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Figura 14: Processamento digital de imagens obtidas por microscopia.

4.2.2 — Caracterizacao da fermentacao do EHS

Para caracterizar o processo de fermentagdo do EHS pela cultura latica,
foram avaliados o consumo de carboidratos da soja e a produgédo de acido latico,
pelo método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
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4.2.2.1 - EXTRAGAO DE OLIGOSSACARIDEOS

As amostras de extrato hidrossoluvel de soja (EHS) e extrato fermentado de
soja (EHFS) fornecidas pela Ecobras foram congeladas em ultrafreezer CL120-
80V(Coldlab®) a — 50°C e posteriormente liofilizadas (Liofilizador Enterprise®) (Figura
15).

Com base na metodologia proposta por KIM et al. (2003) para a extracao de
oligossacaridelos, um grama da amostra liofilizada foi diluido com agua Milli-Q na
proporcédo de 1/10 e mantido a temperatura de 50°C por 4 horas. Ap6s a extracao,
as amostras foram centrifugadas por 20 minutos, a rotagdo de 9000 rpm, € o
sobrenadante filtrado em membrana com diametro de 0,45 um para quantificagao de
rafinose, estaquiose, glicose, sacarose e acido latico utilizando cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE).

EHS liofilizado EHFS liofilizado

Figura 15: Amostras de EHS e EHFS liofilizadas

4222 - DETECCAO DE OLIGOSSACARIDEOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A andlise de aglicares soltveis foi realizada por Cromatégrafo marca Waters®,
fase movel H,SO4 0.005 M, vazdo 0,6mL/min, 60°C, volume de inje¢ao 20 uL, coluna
Aminex® HPX- 87H, 300x7.8mm (Bio-Rad Laboratories Ltd) acoplada a uma pré-
coluna trocadora de cations (Bio-Rad Laboratories Ltd), detector de IR (Waters
2414), bomba binaria (Waters 1525), forno e mdédulo controlador de temperatura
(Waters®), software cromatografico: Breeze (Figura 16). Os padrées de rafinose,
estaquiose, acido latico, glicose e sacarose (Sigma chemical Co., St. Louis, Missouri)
foram diluidos em agua Milli-Q, injetados em ftriplicata e a concentracdo das
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amostras calculada através da Equacado 4, relacionando a area do padrdo de
concentracdo conhecida com a area desses compostos nas amostras (SONAGLIO
et al, 1986; BOTTEON et al, 2008).

Aa ~
[ﬂmostmg] = (A_) X [p:m?'r"ﬁo E] x Fd Equacio 4
L g4l L
Onde:
Iﬂmustrugl
I.1: concentracdo da substéancia estudada na amostra;

A::)
(AP : relagdo entre as areas de picos, sendo Aa a area do pico de amostra e 47 a area do pico de
padréo;

- .9]
[:":'mﬂm L1: concentragao da solugédo padrdo da substancia estudada, com concentragdo conhecida;

Fd : Fator de diluigdo da amostra durante o processamento.

Figura 16: Equipamento para Cromatografia de Alta Eficiéncia

4.2.3 - Avaliacdao da viabilidade das culturas laticas durante a vida de
prateleira do produto

Para a avaliacdo da viabilidade das culturas laticas durante a vida de

prateleira e a possivel interferéncia das gomas neste parametro foi utilizado o EHFS

sem adicdo de goma como amostra controle, e trés amostras intermediarias variando

as concentracdes de goma de 0,2% a 0,3%, como mostrado na tabela 9.
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Tabela 9: Amostras para ensaios de viabilidade de bactérias laticas.

Amostras Goma Guar Goma Xantana
Controle

Amostra 1* 0,20% 0,20%

Amostra 2* 0,25% 0,25%

Amostra 3* 0,30% 0,30%

As amostras de EHFS controle, 1*, 2* e 3* foram analisadas ap6s 1, 15 e 30
dias apo6s a sua fermentacdo e permaneceram durante todo o tempo do estudo sob
refrigeracdo de 8°C a 10°C, temperaturas comumente praticadas em estabelecimentos

comerciais.

4.2.3.1- METODO DE CONTAGEM EM PLACAS

O método de contagem em placa € a técnica mais utilizada na determinacao
do tamanho de uma populacdo bacteriana e quantifica apenas células viaveis. Este
método considera que cada colbénia é originada do crescimento e da multiplicacdo de
uma bactéria. Entretanto, freqientemente, uma colénia é resultado ndo de uma unica
bactéria, mas de uma cadeia ou um grumo de bactérias e por isso, as contagens em
placa sdo comumente chamadas de unidades formadoras de colénias (UFC).

Pela convencdo do Food and Drug Administration, o 6érgao norte-americano
que controla alimentos e medicamentos, deve-se realizar a contagem somente em
placas que contenham de 25 a 250 colbnias, garantindo que nao ocorra uma
contagem errénea do numero de células devido a saturagdo da placa. Para garantir
que o numero de colbnias na placa permaneca na faixa desejada € empregado o
método de diluicdo em série (TOTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Para as andlises deste trabalho foram realizadas diluicbes seriadas
consistindo da homogeneizagdo de 25 mL de cada amostra em 225mL de agua
peptonada a 0,1% (diluicdo 107"), e diluicdes sucessivas até a obtencéo da diluicdo
10”. Pelo método de espalhamento em placa, 0,1 mL de cada diluicéo foi adicionado
a superficie do meio contendo Agar MRS ja solidificado e espalhado uniformemente
através da utilizacao da alga de drigalski.

As placas foram incubadas em estufa bacteriologia a 36°C em jarra de
anaerobiose adaptada contendo gerador de anaerobiose (OXOID, ANAEROGEN)
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por 48 horas (Figura 17). Apds esse periodo, procedeu-se a quantificacdo das

placas e os resultados foram expressos em UFC.mL™".

Tampa
de rosca

Tampa com
anel selador
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{
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Embalagem contendo

’ -
gerador de anaerobiose

T~

Catalizador de
paladio em pastilha

L

Indicador de anaercbiose
(azul de metileno)

Placas de Petri i

Figura 17: Jarra para cultivo de bactérias anaerdbicas em placas de petri.

Fonte: TOTORA: FUNKE; CASE, 2005.
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CAPITULO 5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da avaliacao de estabilidade do EHFS adicionado de gomas, sua
caracterizagdo quanto ao consumo de carboidratos e formagdo de acido latico
durante o processo fermentativo e, a viabilidade das bactérias laticas durante o
tempo de validade do produto sdo apresentados a seguir.

5.1 — Estudo da Estabilidade do EHFS adicionado de gomas.

5.1.1 — 12 Etapa:

Nesta primeira etapa, onde as gomas foram testadas individualmente, foi
possivel visualizar a separacdo de fases nas amostras acrescidas de alginato e
carragena em todas as concentracdes estudadas, sugerindo que estes hidrocolbides
nao sao indicados para a estabilizacao do EHFS. As amostras adicionadas de goma
guar e goma xantana, com excessao daquela com 0,1% de goma xantana, néo
apresentaram visualmente separacao de fases durante todo o periodo de estudo (28
dias) (Figura 18).

ALGINATO CARRAGENA

0,1% 0.5% 1,0% 0.1% 0.3% 0.5%
GOMA GUAR GOMA XANTANA

0,2% 0,35% 0.5% 0.1% 0.2% 0.3%

Figura 18: Observacao visual direta das emulsdes apds 28 dias de adi¢cdo dos hidrocoloides.

O ensaio controle e aqueles acrescidos de goma guar e goma xantana foram
avaliados por andlise digital de imagens. O ensaio adicionado de goma xantana na

concentracao de 0,1%, apds 28 dias de estudo, apresentou variacdo do diametro
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médio ao cubo das micelas (Dy’) superior a observada para as demais
concentragcdes, aproximadamente 38 vezes o volume inicial. Os demais ensaios:
controle, goma guar 0,20%, goma guar 0,35%, goma guar 0,50%, goma xantana
0,20% e goma xantana 0,30%, aumentaram 1,7; 7,3; 1,5; 5,4; 3,5 e 8,8 vezes,
respectivamente, o volume médio das micelas durante o tempo de armazenamento
(Tabela 10).

Observa-se ainda que o tamanho inicial das micelas nas amostras acrescidas
de goma é menor que o do controle. Tal fato pode ter ocorrido durante o processo
de homogenizacdo das gomas no EHFS devido a dispersdo gerada pelo

homegeizador Ultra Turrax.

Tabela 10 - Didametro médio ao cubo das micelas em fungéo do tempo.

. Goma Guar Goma Xantana
Dia Controle
0,20% 0,35% 0,50% 0,10% 0,20% 0,30%

1° 0,0058 0,0032 0,0019 0,0017 0,0012 0,0016 0,0010
3
D™ (uc)

28° 0,0100 0,0233 0,0029 0,0093 0,0455 0,0056 0,0088

A perda de estabilidade das emulsdées pode resultar de dois fenédmenos
principais: coalescéncia ou difusdo molecular (processo de Ostwald ripening), sendo
a degradacdo da emulsdo por coalescéncia caracterizada por um aumento
exponencial do volume da particula com o tempo (teoria de van den Tempel)
enquanto que no fendbmeno de difusdo molecular ocorre o crescimento linear do
tamanho das micelas da emulsdo (MIGUEZ, 2008). As equagbes 2 e 3 (ver 2.5.1)
caracterizam os processos de coalescéncia e difusao molecular, respectivamente.

Na Tabela 11 é possivel observar as equacdes de ajuste aos modelos linear e
exponencial e os coeficientes de determinagdo (R?) dos ensaios acrescidos de goma
guar e de goma xantana. Os coeficientes de determinacdo sao uma medida da
proporcao da variacao total dos dados em torno da média e, portanto, quanto mais
perto de 1 estiver o valor de R? melhor tera sido o ajuste do modelo as respostas

observadas.
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Confirmando o resultado visual da Figura 12, a amostra controle e a amostra
de EHFS acrescida de 0,1% de goma xantana apresentaram valores de R? para o
modelo linear iguais a 0,9815 e 0,9618, e valores de R? para o modelo exponencial
iguais a 0,9963 e 0,9458, respectivamente, indicando que o processo de
desestabilizacdo destas emulsdes se deu tanto por coalescéncia quanto por difusdo
molecular.

A amostra de EHFS contendo 0,20% de goma guar também apresentou valor
alto de R? para os dois modelos (R? = 0,9510 para a equacao linear e R? = 0,9981
para equacao exponencial), sugerindo sua desestabilizacdo também pelos dois
processos, ainda que visualmente ndo tenha sido observada separacao de fases.

Os demais ensaios apresentaram valor de R?> muito pequenos indicando que
as respostas observadas nao se ajustam aos modelos indicativos de instabilidade e,
portanto, permaneceram estaveis durante o periodo de estudo.

Tabela 11 — Equacdes de ajuste e coeficiente de determinagéo (RZ) para mecanismo de
perda de estabilidade dos ensaios de EHFS acrescidos de goma guar e goma xantana, em 28
dias (Dy® = didmetro médio ao cubo da micela (pc) e t = tempo (dias)).

Ensaio Equacao de ajuste R?

Dy’ = 0,0001t + 0,0056 0,9815
Controle

Dy® = 0,0057exp(0,0182t) 0,9963

Dy’ = 0,0007t + 0,0019 0,9510
Goma Guar 0,20%

D’ = 0,0033exp(0,06621) 0,9981

Dy’ = -2,0 x 10° t + 0,0023 0,1071
Goma Guar 0,35%

Dy’ = 0,0023exp(-0,0100t) 0,1743

Dy’ = 4,0 x 10t + 0,0021 0,4716
Goma Guar 0,50%

Dy® = 0,002exp(0,0178t) 0,5409

Dy’ = 0,001t + 0,0172 0,9618
Goma Xantana 0,10%

Dy® = 0,0015exp(0,12121) 0,9458

Dy’ = 0,0001t + 0,0027 0,5242
Goma Xantana 0,20%

D’ = 0,0021exp(0,0418t) 0,6279

Dy’ = 0,0003t + 0,0047 0,2703
Goma Xantana 0,30%

D’ = 0,0018exp(0,0725t) 0,5554
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A freqUéncia de distribuicdo das micelas nos dias 0, 14 e 28 pode ser vista
nos graficos de distribuicdo normal das Figuras 19, 20 e 21, para as amostras
avaliadas.

Observa-se que para o0 ensaio controle (Figura 19) a freqléncia de
distribuicdo dos diametros das micelas ap6s 28 dias do preparo das emulsdes
apresenta pequena diferenca em relacdo ao dia 0. Apesar disso, a observacao
visual e a adequacdo aos modelos linear (R? = 0,9815) e exponencial (R? = 0,9963)
confirmam processo de desestabilizacdo por coalescéncia e difusao molecular. Além
destes mecanismos, uma vez que o ensaio controle ndo foi acrescido de gomas e,
portanto, ndo esta sujeito a barreira estérica causado por elas, pode ter ocorrido o
processo de creaming, ou seja, ascensdao das gotas devido a diferenca de
densidade.

30 4 Ocontrale dia 0
Dcontrole dia 14
Wcontrole dia 28

Frequencia %
=

diametro/diametro médio (pe)

Figura 19: Gréfico de freqiiéncia de distribuicao das micelas na amostra controle.

Ao final do tempo de estudo, o EHFS acrescido de 0,20% de goma guar
(Figura 20-A) apresentou um deslocamento da frequiéncia do tamanho das micelas
para valores maiores, o que ratifica seu ajuste aos modelos linear (R? = 0,9510) e
exponencial (R?® = 0,9981) e, conseqlientemente, a existéncia de processo de
desestabilizacdo por coalescéncia e difusdao molecular, ainda que nao observados
visualmente.

No ensaio contendo 0,35% de goma guar (Figura 20-B) foi observada uma
homogeneidade na freqiiéncia de distribuicdo das micelas durante todo o periodo de
armazenamento, confirmando a ndo adequacdo aos modelos linear (R? = 0,1071) e
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exponencial (R? = 0,1743) e a observacdo visual de que a amostra permaneceu
estavel.

A Figura 20-C, correspondente ao EHFS com 0,50% de goma guar, mostra
um deslocamento da freqliéncia para didmetros maiores de micela, indicando um
possivel processo de desestabilizacdo. Entretanto, o ensaio ndo apresentou bom
ajuste aos modelos linear (R? = 0,4716) e exponencial (R? = 0,5409), confirmando a
observacdo visual de que a amostra se manteve estavel durante o periodo
pesquisado.

Todas as observacdes visuais estdo apresentadas na Figura 18 (ver 5.1.1).
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Figura 20: Graficos de freqliéncia de distribuicdo das micelas nas amostras de EHFS
acrescidas de goma guar nas concentragées de 0,20% (A), 0,35% (B) e 0,50% (C).

Na Figura 21, estdo apresentados os graficos de distribuicdo normal para as
amostras de EHFS acrescidas de goma xantana.

O ensaio que teve adicdo de 0,10% de goma xantana (Figura 21-A*)
apresentou distribuicdo heterogénea da freqtiéncia das micelas durante o periodo de
estudo de 28 dias, confirmando o processo de estabilizacdo caracterizado pelo
ajuste aos modelos linear (R?® = 0,9618) e exponencial (R® = 0,9458) e pela
observacéao visual de separacao de fases.

A Figura 21-B*, referente ao EHFS com 0,20% de goma xantana, mostra um
deslocamento dos valores maximos de freqiéncia de distribuicdo de tamanho de
micelas. Entretanto ndo foi observada desestabilizacdo visual e a avaliacdo do
coeficiente de determinacdo também n&o indicou processo de desestabilizacdo por
coalescéncia (modelo exponencial, R? = 0,6279 ) ou difusdo molecular (modelo
linear, R? = 0,5242). Portanto, esta amostra permaneceu estavel durante o tempo
armazenamento.

Assim como no ensaio contendo 0,35% de goma guar (Figura 20-B),
observou-se para a amostra de EHFS acrescida de 0,30% de goma xantana (Figura
21-C*) uma homogeneidade na freqUéncia de distribuicdo das micelas durante todo
o periodo de armazenamento, confirmando a ndo adequacdo aos modelos linear (R®
= 2703) e exponencial (R?® = 0,5554) e a observacdo visual de que a amostra

permaneceu estavel.
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Figura 21: Graficos de freqiiéncia de distribuicdo das micelas nas
amostras de EHFS acrescidas de goma xantana nas concentracdes de
0,10% (A*), 0,20% (B*) € 0,30% (C*).
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5.1.1 — 22 Etapa

Nesta etapa a combinagdo das gomas guar e xantana em diferentes
concentracdes foi avaliada de acordo com planejamento experimental apresentado na
tabela 7 deste trabalho (ver 4.2.1.3). Pela observacdo das fotos obtidas de cada
ensaio ao final de 25 dias de armazenamento (Figura 22, na se¢édo 5.1.1), néo foi
possivel visualizar a perda de estabilidade em nenhum dos ensaios acrescido das
gomas. Apenas o controle apresentou separacao de fases.

Foi realizada a analise digital de imagem de todos os 11 experimentos e do
controle a fim de observar o comportamento das micelas ao longo do periodo
estudado.

A Figura 23 apresenta os valores de diametro médio inicial e final, ou seja,
valores de diametro médio apresentados no primeiro dia de analise e no ultimo dia
de analise, respectivamente.

Observa-se que as amostras que apresentaram maior variagdo com relacao
ao diametro médio foram as amostras controle (sem adicdo de gomas), 1 (0,20%
guar + 0,2% xantana) e 10 (0,25% guar + 0,25% xantana). O aumento do diametro
médio das micelas sugere um processo de perda de estabilidade.

Um possivel problema na amostragem é observado no ensaio 10, o qual € um
ponto central no experimento e, portanto, com a mesma concentracado de gomas
adicionada que os outros dois pontos centrais, 0os ensaios 9 e 11, nos quais nao foi

observada esta variacao.
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Controle

Ensaio 1

.
o

Ensaio 2

Sem Goma Guar 0,20% Goma Guar 0,30% Goma Guar
adicdo Goma Xantana | 0,20% Goma Xantana | 0,20% Goma Xantana
Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5

—

0,20% Goma Guar 0,30% Goma Guar 0,18% Goma Guar
0,30% Goma Xantana | 0,30% Goma Xantana | 0,25% Goma Xantana
Ensaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8

-

0,32% Goma Guar 0,25% Goma Guar 0,25% Goma Guar
0,25% Goma Xantana | 0,18% Goma Xantana | 0,32% Goma Xantana
Ensaio 9 Ensaio 10 Ensaio 11

-
o

0,25% Goma Guar

0,25% Goma Xantana

0,25% Goma Guar

0,25% Goma Xantana

L

0,25% Goma Guar

0,25% Goma Xantana

Figura 22: Observagao visual direta apés 25 dias de adigao dos hidrocoldides.
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Figura 23: Diametro médio das micelas no primeiro e ultimo dia de
andlise.

Conforme o numero de ensaios determinados no planejamento experimental, a
Tabela 12 resume as equagdes dos modelos de ajuste para a variagdo do diametro
médio ao cubo das micelas (Dw’) nas emulsdes estudadas, ao longo do tempo de
armazenamento, objetivando determinar se ha perda de estabilidade e qual é o

mecanismo predominante.
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Tabela 12 — Equacgdes de ajuste e coeficiente de determinagéo (Rz) para mecanismo de
perda de estabilidade das emulsées com combinagdes de goma guar e xantana em 25
dias (DM3 = didmetro médio ao cubo da micela (uc) e t = tempo (dias)).

Ensaio Equacéo de ajuste R?
Controle Dy’ = 0,0002t + 0,0007 0,9251
Dy = 0,0007 exp(0,1435 t) 0,9466
Dy’ = 0,0001t + 0,001 0,8041
1 Dy® = 0,0015 exp(0,0458 1) 0,8139
Dy’ = 0,0012t - 0,004 0,6973
° Dy® = 0,0009 exp(0,1509 t) 0,8624
Dy’ = 0,0001t + 0,0002 0,4331
° Dy’ = 0,0009 exp(0,0426 t) 0,3626
Dy’ =-1x107t + 0,0018 0,0778
¢ Dy = 0,0018 exp(-0,011t) 0,1372
Dy’ = 4x10°t + 0,0016 0,0081
° Dy’ = 0,0016 exp(0,003 t) 0,0131
Dy’ =2x10"t + 0,0018 0,0157
° Dy’ = 0,0016 exp(0,0086 1) 0,0226
Dy’ =2x10"t + 0,0012 0,1845
! Dy’ = 0,0012 exp(0,0114 t) 0,1963
Dy’ =2x10" + 0,0015 0,0012
° Dy’ = 0,0015 exp(0,0014 t) 0,0015
Dy’= 1x10t + 0,0017 0,0074
° Dy’ = 0,0015 exp(0,0084 1) 0,0211
Dy’ = -9x10™t + 0,0064 0,0630
10 Dy’ = 0,0048 exp(-0,0071) 0,0089
Dy’ = -8x10° + 0,0017 0,0787
" Dy’ = 0,0016 exp(-0,005t) 0,0789

Avaliando os ensaios em relacdo a perda de estabilidade de acordo com as
equacbes de ajuste propostas pelas teorias de Lifshitz-Slyozov-Wagner, na qual o
crescimento do volume da micela € linear, e de van den Tempel, na qual o
crescimento do volume da micela é exponencial, observa-se que o ensaio controle

(sem adicdo de gomas) e o ensaio 1 (0,20% de goma guar + 0,20% de goma
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xantana) apresentaram bom ajuste para os dois modelos. Portanto, nestas duas
amostras, o processo de instabilidade pode ocorrer tanto pelo mecanismo de
coalescéncia quanto de difusdo molecular. O ensaio 2 (0,30% de goma guar +
0,20% de goma xantana) teve valor de R? = 0,8624 para o modelo exponencial,
sugerindo um processo de perda de estabilidade por coalescéncia. Os demais
ensaios apresentaram baixo coeficiente de correlacdo (R?) para ambos os modelos,
linear e exponencial, corroborando com a avaliagdo visual de que 0s mesmos nao
tiveram perda de estabilidade.

Como pode ser observado na Figura 24, a qual ilustra as gaussianas de
distribuicdo do tamanho das micelas no inicio e no final do experimento, no ensaio 1
(0,2 % de Guar + 0,2% de Xantana), Figura 24 (A**), embora o diametro médio
tenha se mantido 0 mesmo, as micelas passaram a ter uma distribuicdo menos
uniforme, como pode ser observado pelo “alargamento do pico”. Esta
heteriogenidade esta associada a perda da estabilidade. Ja no ensaio 2 (0,3% de
Guar + 0,2% de Xantana), Figura 24 (B**), houve um aumento da frequencia do
tamanho das micelas para diametros maiores, 0 que indica um processo de perda
de estabilidade da emulsdo nesta concentragdo. Os ensaios que permaneceram
estaveis durante todo o periodo de estudo estdo exemplificados pelo ensaio 9
(0,25% guar + 0,25% xantana), Figura 24 (C**), onde é possivel observar que a

distribuicdo do tamanho das micelas se manteve inalterada.
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Figura 24: Gaussianas de freqliéncia de distribuicdo das micelas nos ensaios 1(A**), 2(B**) e 9(C**).
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Vale destacar que apesar de os ensaios 1 e 2 terem apresentado aumento no
didmetro médio das micelas e ajuste aos modelos indicativos de desestabilizacao
por coalescéncia e difusdo molecular, ndo foi possivel observar visualmente a
separacao de fases (Figura 22, na secdo 5.1.1).

Em um estudo sobre o efeito da concentracdo de goma de sementes de
algaroba e proteinas de soja na microestrutura de coagulos obtidos de leite,
Hernandez e colaboradores (2003), concluiram que tanto a goma quanto a proteina
de soja produzem um impedimento de tipo estérico que ndo permite a correta
adesao das caseinas para formar o coagulo.

Este impedimento estérico e a alta viscosidade causada pelas gomas podem
explicar o fato de que mesmo havendo o aumento do tamanho das micelas e a
existéncia de um processo de instabilidade, este ndo consegue ser observado
visualmente devido ao impedimento estérico da rede polimérica formada pelas
gomas quando estas estdo em altas concentragdes, como é o caso dos ensaios 1
(0,40% de gomas totais) e 2 (0,50% de gomas totais).

Para avaliacdo da influéncia das gomas nas variacées do tamanho e volume
das micelas, os resultados obtidos na realizacdo do planejamento fatorial completo
2% sdo apresentados na Tabela 13, junto com as condicdes para cada um dos
experimentos. As analises digitais das emulsdes foram realizadas a cada 5 dias,
durante 25 dias de estudo, e as variagdes do diametro médio (ADy = D final - Dy
inicial) e do diametro médio ao cubo (ADy® = Dy final - Dy® inicial) foram utilizadas

como varidveis resposta do experimento.
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Tabela 13 — Planejamento experimental e respectivos resultados das 25 dias de

estudo
Ensaios Goma Guar Goma Xantana ADy ? ADM3 b
1 0,20% 0,20% 0,0515 0,00340
2 0,30% 0,20% 0,0218 0,00080
3 0,20% 0.30% 0,0008 0,00010
4 0,30% 0.30% -0,0158 -0,00050
5 0,18% 0,25% - 0,0730 -0,00480
6 0,32% 0,25% 0,0162 0,00090
7 0,25% 0,18% 0,0033 0,00020
8 0,25% 0,32% -0,0053 -0,00020
9 0,25% 0,25% 0,0067 0,00020
10 0,25% 0,25% -0,0486 -0,00570
11 0,25% 0,25% - 0,0025 -0,00010

2Variagao do diametro (uc) e ° Variagdo do diametro médio ao cubo (uc).

Os diagramas de Pareto (Figura 25) apresentam a magnitude do efeito
quantitativo estimado que cada variavel dependente exerce sobre as variaveis
resposta: variacado do diametro médio (ADy) e variacao do diametro médio ao cubo
(ADy®) das micelas das emulsdes estudadas.

Para esta andlise foi estabelecido um grau de confianca de 95% (p < 0,05) e
pode-se observar que nenhuma das varidveis dependentes utilizadas no
planejamento foi estatisticamente significativa frente as varidveis de resposta
“variacao do didmetro médio” e “variacdo do diametro médio ao cubo”.
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Figura 25: Diagrama de Pareto para o efeito estimado de cada variavel do planejamento
experimental. Varidvel dependente: variagdo do didmetro médio (A***) e variagdo do didmetro médio
ao cubo (B*).
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5.2. — Caracterizacao da fermentacao do EHS

O processo de fermentacao para fabricacdo de iogurte caracteriza-se pela
conversdo de parte da lactose em acido latico, por acdo da cultura microbiana,
promovendo a desestabilizacdo do complexo caseina-proteinas do soro, por
solubilizacao do fosfato de célcio e dos ions citratos. Os agregados de micelas de
caseina e/ou micelas isoladas vao se associando e coalescem parcialmente a
medida que o pH se aproxima de 4,6 - 4,7, ou seja, do ponto isoelétrico da caseina,
formando o coagulo caracteristico do iogurte (MORETTI, 2009)

De forma semelhante, a caracterizacdo da fermentacdo do EHS foi avaliada
através do consumo dos agucares da soja e producao de acido latico pelos micro-
organismos da cultura fermentativa. A quantificacdo dos carboidratos (sacarose,
glicose, rafinose e estaquiose) e acido latico no EHS e no EHFS, foi obtida por

andlise cromatogréfica (CLAE).

A Figura 26 apresenta os cromatogramas do EHS (A****) e do EHFS (B****),
enquanto a Figura 27 mostra a sobreposicao destes dois cromatogramas permitindo

vizualizar as substancias que foram metabolizadas e produzidas.
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Figura 26: Cromatogramas de EHS (A****) e EHFS (B****) (1 - estaquiose; 2 - rafinose; 3 -glicose; 4 -
sacarose e 5 - 4cido latico). Fase movel H2SO4 5mM, vazao 0,6mL/min, 60°C, volume de injegcao 20
pL, coluna Aminex HPX 87H e detector de IR (Waters).
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Figura 27: Sobreposicao dos picos de EHS (vermelho) e EHFS (preto) (1-estaquiose; 2-rafinose; 3-
glicose; 4-sacarose e 5- acido latico). Fase mével H2SO4 5mM, vazao 0,6mL/min, 60°C, volume de
injecdo 20 L, coluna Aminex HPX 87H e detector de IR (Waters).
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Como pode ser observada no cromatograma da Figura 27 e nos resultados da
Tabela 14, apenas a concentracdo de estaquiose se manteve constante no EHS e
no EHFS indicando que ndao houve o consumo deste oligossacarideo pelas cepas
utilizadas para a fermentacdo do EHS. Os demais acgucares foram consumidos em
proporcoes diferentes sendo, 13% da rafinose, 50% da glicose e 49% da sacarose
presentes no EHS.

Tabela 14: Concentracdo de rafinose, estaquiose e acido latico (g/100g) no EHS e EHFS medidos
em HPLC.

Rafinose Estaquiose Acido Latico Glicose Sacarose
g/100g amostra g/ 100g amostra g/100g amostra  g/100g amostra g/100g amostra
EHS 0,31 1,70 0,08 9,31 1,34
EHFS 0,27 1,70 0,83 4,70 0,65

Segundo Mital e Steinkraus (1975), que estudaram a utilizagdo de
oligossacarideos por bactérias laticas produtoras de a-galaoctosidase, determinadas
cepas de Lactobacillus acidophilus sao eficazes no uso de estaquiose e de rafinose
como fontes de carbono.

Em outro trabalho, Pithong e colaboradores (1980) mostraram que L.
acidophilus cresce bem no extrato de soja devido a utilizacao eficiente da sacarose,
enquanto L. delbrueckii spp. bulgaricus nao cresce rapidamente sem suplementacao
de glicose e extrato de leveduras, embora diminua levemente o teor de estaquiose
com um correspondente aumento no teor de rafinose e sacarose.

De acordo com os resultados obtidos para a quantificacao do &cido latico no
EHS e no EHFS é possivel observar um aumento da concentragdo deste acido, de
0,08% para 0,83%, em funcao do processo de fermentacdo. A concentracao final de
acido latico foi de 0,83 g acido latico/100g (EHFS), esta dentro do valor indicado pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para a concentragcédo
final de acido latico em iogurte a qual deve estar entre 0,6-1,5% (BRASIL, 2000).
Portanto, o EHFS se enquadra nos padrdes de acidez estabelecidos para iogurte e
demais bebidas lacteas fermentadas.
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5.3 — Avaliacao da viabilidade das culturas laticas durante a vida de prateleira
do produto.

A viabilidade da cultura mista comercial de Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium utilizada na produc¢ao do EHFS foi avaliada
considerando trés diferentes concentragbes de gomas, como exposto anteriormente
na Tabela 8 (ver 4.2.1.3). As colbnias cresceram em Agar MRS e foram quantificadas
apos 48 horas de incubacgéo a 36°C em anaerobiose (Figura 28).

—~

Figura 28: Placa para contagem de bactérias laticas em Agar MRS.

Na Tabela 15 estdo os resultados das contagens de bactérias laticas para as
amostras de EHFS nos diferentes tempos de armazenamento, 0, 15 e 30 dias. E
possivel observar que o controle (sem adi¢cdo de gomas) e a amostra 1* (0,20% guar
+ 0,20% xantana), ap6s 30 dias de armazenamento sob refrigeracao de 8°C a 10°C,
tiveram uma redugdo das contagem em 1 ciclo logaritmico. Inicialmente com
contagem ao redor de 107 UFC/mL, ao final do periodo estudado apresentaram
contagem na grandeza de 10° UFC/mL.

Zacarchenco e Massaguer-Roig (2004), em trabalho realizado para avaliagao
da viabilidade de bebida lactea fermentada por Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium longum, também relataram a redugao de
1 ciclo logaritmico na contagem de bactérias laticas ao longo de 21 dias de
armazenamento a 4°C, com reducg&o de 10% UFC/mL para 10’ UFC/mL.

As amostras 2* e 3* com 0,25% de guar + 0,25% de xantana e 0,30% de guar
+ 0,30% de xantana, respectivamente, apresentaram contagem na ordem de 10°
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UFC/mL no primeiro dia de analise a qual ap6s 30 dias de armazenamento foi

reduzida em 2 ciclos logaritmicos.

Tabela 15 — Contagem de células em EHFS, utilizando Agar MRS,
durante tempo de armazenamento de 30 dias.

Tempo de armazenamento = Contagem de Bactérias Laticas

(dias) (UFC mL™)
Controle

0 2,0x 10’

15 9,0 x 10°

30 3,7x10°
Amostra 1*

0 3,9x10’

15 -

30 4,7 x10°
Amostra 2*

0 1,8x 10°

15 -

30 3,2x10°
Amostra 3*

0 2,2x10°

15 2,3x10°

30 3,4x10°

- ocorreu contaminagdo das placas ndo permitindo contagem

Nao foi possivel identificar a influéncia da adicdo das gomas na viabilidade
dos micro-organismos presentes no EHFS visto que, ao final do periodo de
armazenamento, as amostras acrescidas de goma (1*, 2* e 3*) e a amostra controle
apresentaram valores muito préximos de contagem de bactérias laticas. E possivel
que outros fatores como temperatura e a acidez sejam mais efetivos sobre a
viabilidade da cultura do que a presenca das gomas nas concentracdes estudadas.

De acordo com Oliveira e colaboradores (2002), diversos fatores afetam a
viabilidade dos micro-organismos probiéticos em produtos lacteos fermentados,
entre eles a cepa, a pds-acidificagdo, a composicao da co-cultura e a presenca de
fatores de crescimento do leite. Afirmam ainda que baixos valores de pH inibem o
metabolismo e, consequentemente, o crescimento de L. acidophilus e sdo nocivos

para as células bacterianas, reduzindo sua viabilidade.
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Apesar da reducdo da contagem bacteriana evidenciada na Tabela 14, todas
as amostras apresentaram-se em conformidade com o Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Bebidas Lacteas (BRASIL, 2000) que estabelece o valor
minimo de 10° UFC/mL de bactérias laticas em bebidas lacteas fermentadas,
durante o tempo de armazenamento estabelecido de 30 dias.

5.4 — Teste na Industria

Foi realizada produgédo do EHFS na Ecobras para ser usado em teste com o
equipamento para envase do produto. Para tal foram utilizadas goma guar e goma
xantana na concentracdo de 0,25% cada e o EHFS acrescentado de acucar, aroma
natural de morando e corante carmim de cochonilha. Também foi utilizado um
preparado de morango para producao de iogurte tipo sundae, com doce de frutas na
base.

Figura 29: Processo de envase de EHFS em planta industrial
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CAPIiTULO 6 — CONCLUSOES

A estabilizacdo do EHFS pela utilizagdo dos hidrocoldides goma xantana,
goma guar, carragena e alginato de sédio foi eficiente. A combinacao de ambas
parece nao promover o efeito sinérgico buscado na estabilidade dos produtos.

Os resultados obtidos indicam uma possivel influencia das concentragdes dos
hidrocoléides no processo de estabilizacdo em fungdo da formacdo da rede
polimérica.

Dentro dos sistemas estudados, pode-se determinar como adequados 0 uso
de 0,20% a 0,50% goma guar e/ou 0,20% a 0,30 % goma xantana. Os hidrocoléides
carragena e alginato de sédio ndo se mostraram adequados para estabilizacao do
EHFS.

Tanto a amostra controle (sem adicao de hidrocolbéides) como concentragdes
inferiores a 0,2% de goma xantana apresentaram perda de estabilidade tanto por
difusdo molecular como por coalescéncia.

A Andlise Digital de Imagem é um método eficiente para avaliar a estabilidade
de EHFS, permitindo identificar a presenca de processos de instabilidade ainda nao
perceptiveis visualmente.

O processo de fermentagcdo do EHFS com a cultura mista de Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium, ocorreu apenas com 0O
consumo dos agucares presentes na soja, sem a necessidade de enriquecimento
com fonte de carbono externa. Estas bactérias laticas usaram preferencialmente a
glicose e sacarose, mas também foram capazes de metabolizar a rafinose,
oligossacarideo nao digerivel no trato gastrointestinal humano. A producao de acido
latico (0,83 %) foi satisfatéria, alcancando a concentracdo obtida em leites
fermentados e iogurtes.

Quanto a viabilidade das bactérias laticas, Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus acidophilus, durante a vida de prateleira do produto, o EHFS
adicionado ou ndo de gomas apresentou-se dentro dos padrdes determinados para
leites fermentados. A presengca de gomas parece nao interferir na viabilidade da

cultura lactea.
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CAPITULO 7 - SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

O estudo da fermentacdo do extrato de soja com culturas lacteas € um

processo novo, com poucos produtos existentes no mercado, especialmente no

brasileiro e, portanto, ainda ha muito a ser desenvolvido.

Como continuidade a este trabalho segue algumas sugestoes:

v

Avaliar sensorialmente o0s ensaios deste trabalho que foram
efetivamente estabilizados pela adicdo de gomas, para determinar que
concentragao € preferida sensorialmente;

Determinar o shelf life microbiolégico, em complemento a informacao de
bactérias laticas viaveis, e o shelf life sensorial;

Estudar e avaliar o emprego de outros hidrocoléides na estabilizacdo do
EHFS;

Estudar o comportamento reoldgico das emulsées de EHFS adicionadas

de gomas, ao longo do tempo de armazenamento;

Avaliar o consumo de oligossacarideos e producao de acido latico ao
longo do tempo de fermentacao do EHS;

Avaliar se o enriquecimento do EHS com sacarose favorece a
fermentacao, reduzindo o tempo do processo.
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CAPITULO 8 - TRABALHOS APRESENTADOS EM EVENTOS CIENTIFICOS

Estudo da estabilidade de extrato de soja fermentado organico acrescido de
hidrocoléides naturais. Thiana Esteves, Mariana Miguez, Maria Alice Zarur Coelho
e Maria Helena Rocha Ledo. XVII SIMPOSIO NACIONAL DE BIOPROCESSOS, 02
a 05 de agosto de 2009, Natal — RN.

Avaliacao dos teores de rafinose e estaquiose em extrato hidrossoluvel de soja
e extrato hidrossollivel de soja fermentado. Roberta Ribeiro, Thiana Esteves,
Maria Alice Zarur Coelho e Maria Helena Rocha Ledo. XXII CONGRESSO
BRASILEIRO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS, 07 a 10 de novembro
de 2010, Salvador — BA.
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