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BAPTISTA, EDUARDO VINICIUS. Desenvolvimento de ingrediente simbidtico
por fermentacao de soro de leite e do subproduto da agroindustria de suco de
laranja por gréaos de Kefir e cultura probiotica. 2010. 71 f. Dissertagdo (Mestrado
em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

RESUMO

O mercado para produtos com diferenciado conteudo de nutrientes continua a
crescer. Neste contexto, este trabalho objetivou desenvolver um ingrediente
simbidtico a base de subprodutos de agroindustrias. Para isto, foi utilizado soro de
leite reconstituido em 7% (p/v), o qual foi fermentado com 10 e 1% (p/v) das culturas
de gréos de Kefir e cultura Lyofast MT 036 LV, respectivamente, sob temperatura de
25°C por 24 horas. Apos o processo fermentativo, o bagago de laranja, previamente
esterilizado por 15 minutos a 121°C, foi adicionado ao soro fermentado na proporgao
1:1 (p/v) com a finalidade de fornecer fibras e auxiliar o processo de secagem, que
foi realizada a temperatura de 40°C. Analises de viabilidade celular, pH, umidade,
Aw, exopolissacarideos e pectina foram realizadas antes e apds a secagem. As
contagens de bactérias lacticas, de Lactococcus spp. e de leveduras foram
determinadas utilizando os Agar MRS, M17 e BDA, respectivamente; as analises de
pH, umidade e Aw foram realizadas segundo métodos oficiais; os percentuais de
pectina foram determinados através do KIT Pectin Identification — Megazyme; e a
quantificacdo de exopolissacarideos como EPS-equivalente. A estabilidade dos
microorganismos foi avaliada durante 3 meses de armazenamento. As amostras
foram mantidas em saches BOPP metalizado e estocadas sob temperatura de 25°C.
Durante o armazenamento, analises microbiolégicas e fisico-quimicas foram
realizadas a cada 30 dias. Tanto no ingrediente simbidtico fermentado pelos gréos
de Kefir quanto no fermentado pela cultura Lyofast, a contagem de bactérias lacticas
e de Lactococcus spp. foi mantida em 107 UFC/g. A contagem de leveduras no
ingrediente simbidtico fermentado pela cultura Lyofast foi de 105 UFC/g e no
ingrediente simbidtico fermentado com o Kefir foi de 107 UFC/g. Foi realizado o teste
sensorial de aceitagcdo, no qual 10% (p/p) dos ingredientes simbidticos foram
adicionados em uma barra de cereais com formulagdo caseira. Para as bactérias
lacticas, a viabilidade celular encontrada em ambos os ingredientes simbiéticos foi
similar, atingindo ao final do periodo 7,07 e 7,22 ciclos log/g para Lyofast e Kefir,
respectivamente. Para os Lactococcus spp. foram encontrados os valores de 7,8
ciclos log/g para a Lyofast e 7,62 ciclos log/g para o Kefir. No ingrediente simbidtico
fermentado por graos de kefir as leveduras estavam presentes em numeros de 7,53
ciclos log/g e no ingrediente simbidtico fermentado com a cultura Lyofast 5,53 ciclos
log/g. No teste de aceitacdo foi verificado que as 3 amostras analisadas
apresentaram notas semelhantes, sem diferenca estatistica a um nivel de 95% de
confianga (p=0,05). As barras de cereais adicionadas dos ingredientes simbidticos
desenvolvidos foram bem aceitas pelos consumidores com indices de aceitacdo de
93% para Lyofast e 91% para Kefir. Os ingredientes simbid6ticos desenvolvidos no
presente trabalho podem ser uma alternativa para a reutilizagdo dos subprodutos
testados e para a diversificacdo de produtos com propriedades funcionais.

Palavras-chave: Probiotico. Prebidtico. Bagagco de laranja. Soro em po. Kefir.



BAPTISTA, Eduardo Vinicius. Development of symbiotic ingredient by
fermentation of whey and by-product of orange juice industry by kefir grains
and freeze-dried probiotic culture. 2010. 71 p. Dissertagdo (Master's Degree in
Food Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

ABSTRACT

The market for healthy products or with a diversity of nutrients continues to grow. In
this context, this study aimed to develop a ingredient symbiotic based on byproducts
of agro-industry with a functional potential. For this, milk whey reconstituted at 7 %
(w/v) was fermented with 10 and 1 % (w/v) by Kefir grains and Lyofast MT 036 LV,
respectively, at a temperature of 25°C for 24 hours. After the fermentative process,
the Orange peel, sterilized for 15 minutes at 121 °C, was added to fermented whey in
the ratio 1:1 (w/v) in order to provide fiber and help the drying process, which was
performed at a temperature of 40°C for 2-3 days. Samples for determination of cell
viability, pH, moisture, Aw, exopolysaccharides and pectin were taken before and
after drying process. Lactic acid bacteria (LAB), Lactococcus spp. and yeasts counts
were determined using MRS Agar, M17 and BDA, respectively; the pH, moisture and
Aw were performed according to official methods, the percentage of pectin were
determined by Kit Pectin Identification — Megazyme, and quantification of
exopolysaccharides as EPS-equivalent. The stability of microorganisms presents in
the symbiotic ingredients was evaluated during three months of storage. Samples
were kept in BOPP metalized sachets and stored at 25°C. During storage,
microbiological and physical-chemical testes were performed every 30 days. In both
symbiotic ingredients fermented by kefir grains as the fermented ingredient by culture
Lyofast, LAB counts and Lactococcus spp. were maintained at 107 CFU/g. The yeast
count in the symbiotic ingredient fermented by Lyofast culture was 105 CFU/g and for
the ingredient fermented with Kefir was 107 CFU/g. Sensory testing was performed
for acceptance, in which 10% (w/w) of the ingredient was added to a homemade
cereal bar formulation. For LAB, cell viability in both symbiotic ingredients was
similar, reaching at the end of the storage period 7,07 and 7,22 log cycles/g for
Lyofast and Kefir, respectively. For Lactococcus spp. were found values of 7.8 log
cycles/qg for Lyofast and 7,62 log cycles/g for Kefir. Yeasts, had a greater survival in
the ingredient symbiotic fermented with Kefir grains (7,53 log cycles/g) and lowest for
the fermented ingredient increased with the Lyofast culture (5,53 log cycles/g). In
acceptance testing, it was found that the three samples analyzed had similar notes,
but with a statistical difference at the 95% confidence (p=0,05). Both ingredients
symbiotic developed were well accepted by consumers with acceptance rate of 93%
and 91% for Lyofast and Kefir respectively. The symbiotic ingredients developed in
this study could be an alternative for the reuse of products tested and to the
diversification of products with functional properties.

Keywords: Probiotics. Prebiotics. Orange peel. Whey. Kefir
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1 INTRODUCAO

Atualmente, com a crescente procura dos consumidores por
melhores condicbes de vida e saude, a industria de alimentos tem focado na
producao de novos produtos com caracteristicas funcionais. Devido as propriedades
que estes produtos apresentam, como reducdo do colesterol, diminuicdo da
absorcédo de gorduras, melhora do funcionamento do trato intestinal (OLIVEIRA et
al., 2002), entre outras, os consumidores estdo cada vez mais preocupados em
obter informagbes sobre os alimentos funcionais, assim como mudar seus habitos
alimentares. Com isso, o mercado para produtos com apelo saudavel ou com
diferenciado conteudo de nutrientes (baixa caloria, enriquecidos com fibras, etc.)
continua a crescer. No contexto de busca de novos produtos funcionais, os
probidticos e prebidticos tém sido estudados como ingredientes em varios alimentos.

Os probidticos sdo microorganismos Vivos que ao serem
administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a saude do
hospedeiro (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001; SANDERS, 2003), sendo as
bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium as mais
utilizadas como probidticos. Neste aspecto, destaca-se a utilizagdo dos graos de
Kefir que s&o constituidos de uma microbiota variada, tendo como principais
constituintes bactérias do género lactobacilos e leveduras (Saccharomyces,
Kluyveromyces, Candida e Picchia). Estes granulos sao tradicionalmente utilizados
para producédo de leites fermentados de baixo teor alcodlico (ANFITEATRO, 2000) e
apresentam algumas culturas com propriedades probidticas.

Ja os prebidticos sdo componentes alimentares nao digeriveis que
afetam beneficamente o hospedeiro, por estimularem seletivamente a proliferacéao
ou atividade de populagdes de bactérias desejaveis no colon. Adicionalmente, o
prebiodtico pode inibir a multiplicagdo de patdégenos, garantindo beneficios adicionais
a saude do hospedeiro (SAAD, 2006). Esses componentes atuam mais
freqientemente no intestino grosso, embora também possam ter algum impacto
sobre os microrganismos do intestino delgado (GIBSON, ROBERFROID, 1995;
ROBERFROID, 2001; GILLILAND, 2001; MATTILA-SANDHOLM et al., 2002). Dentre
os prebidticos, destacam-se diversos tipos de fibras que podem ser classificadas

como soluveis, insoluveis ou mistas, podendo ser fermentaveis ou nao-fermentaveis.
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A nova definicdo de fibra da dieta sugere a inclusdo de
oligossacarideos e de outros carboidratos nao-digeriveis (GIBSON e ROBERFROID,
1995). Dentro do grupo de fibras soluveis e fermentaveis encontra-se a pectina, a
qual ndo é digerida pela a-amilase e por enzimas hidroliticas, como a sacarase, a
maltase e a isomaltase, na parte superior do trato gastrointestinal (CARABIN,
FLAMM, 1999), e pode ser obtida de diversos extratos vegetais.

O Brasil € o maior produtor mundial e maior exportador de suco de
laranja (LOPES et al., 2006). O bagacgo da laranja é um dos residuos que em sua
maioria é destinado a alimentagao animal; porém, grande parte € destinada a aterros
e usinas de compostagem, sendo considerado um problema ambiental. Sendo o
bagaco da laranja um residuo obtido da extrac&o industrial de suco e rico em pectina
(BELITZ; GROSCH, 1997; EL NAWAWI; SHEHATA, 1987), uma possivel forma de
reaproveitamento economicamente interessante deste residuo € a utilizacido da
pectina, um polissacarideo estrutural que € utilizado como ingrediente espessante e
estabilizante (BOBBIO; BOBBIO, 1995), além de apresentar propriedades
prebidticas (FOOKS; FULLER; GIBSON, 1999).

A industria de queijo tem como subproduto o soro de leite, o qual
corresponde a cerca de 80 % do volume total do leite utilizado na cadeia de
producao do queijo. O soro é reutilizado por algumas industrias para a recuperagao
de nutrientes, sintese de enzimas, formulacdo de alguns produtos lacteos, etc.
(SOORO, 2009). Sendo um subproduto altamente poluente, com uma BOD -
demanda bioquimica de oxigénio cerca de 175 vezes maior do que a BOD de
efluentes de esgoto (SMITHERS, 2008), sendo assim um subproduto que requer
muita atencao.

Diante de todas as informacgdes relatadas acima, este trabalho teve
como objetivo a fermentacao do soro de leite com graos de Kefir e com uma cultura
liofilizada de microorganismos probidticos e utilizagdo do bagago de laranja, residuo
da industria de suco, como aditivo de sabor, aroma e fibras, para a produgao de um

novo produto com caracteristicas funcionais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PROBIOTICOS

Determinados grupos de bactérias, principalmente as laticas, além
de atuarem favoravelmente no produto alimenticio ao qual foram adicionados, fazem
parte dos microrganismos capazes de exercer efeitos benéficos no hospedeiro,
sendo denominados de microrganismos probi6ticos. Um microrganismo probiético
deve necessariamente sobreviver as condi¢gdes adversas do estdbmago e colonizar o
intestino, mesmo que temporariamente, por meio da adesao ao epitélio intestinal
(ZIEMER, GIBSON, 1998) e desta forma realizar diversas fungbes que proporcionam
beneficios ao hospedeiro.

Em condigbes normais, inumeras espécies de bactérias estédo
presentes no intestino, a maioria delas anaerdbias estritas. A microbiota intestinal
exerce influéncia consideravel sobre uma série de reacdes bioquimicas do
hospedeiro. Paralelamente, quando em equilibrio, a microbiota impede que
microrganismos potencialmente patogénicos nela presentes exercam seus efeitos
prejudiciais. Por outro lado, o desequilibrio dessa microbiota pode resultar na
proliferagcdo dos microrganismos patégenos, com consequente infeccdo bacteriana
(ZIEMER, GIBSON, 1998).

Segundo Goldin (1998), a palavra probidtico foi introduzida por Lilly e
Stillwell, em 1965, para descrever microorganismos que desempenham atividades
benéficas. Hoje em dia, podem ser encontradas varias outras definicdes para estes
microrganismos, sendo a mais aceita atualmente a de que probidticos séao
microorganismos vivos que quando administrados em quantidades adequadas
conferem beneficios a saude do hospedeiro (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2001; SANDERS, 2003).

Dentre as diversas espécies pertencentes aos géneros Lactobacillus
e Bifidobacterium (Figura 1), somente algumas sdo consideradas probidticas, sendo
utilizadas em uma ampla quantidade de produtos com caracteristicas funcionais.

Porém no Brasil somente os L. acidophilus, L. casei shirota, L. casei variedade 8
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rhamnosus, L. casei variedade defensis, L. paracasei, Lactococcus
lactis, Bifidobacterium bifidum, B. animalis (incluindo a subespécie B. lactis), B.

longum, e Enterococcus faecium s&o considerados probioticos (ANVISA, 2007).



Lactobacillus Bifidobacterium
L. acetotolerans L. jensenii® B. adolescentis®
L. acidophilus® L. johnsonii B. angulatum®
L. agilis L. kandleri B. animalis
L. alimentarius L. kefir B. asteroides
L. amylophilus L. kefiranofaciens B. bifidum®
L. amylovorus L. malefermentans B. boum
L. avarius L. mali B. breve®
L. bifermentans L. minor B. catenulatum®
L. brevis® L. murinus B. choerinum
L. buchneri® L. oris® B. coryneforme
L. casei subsp. case/® L. parabuchneri® B. cuniculi
L. collinoides L. paracasei” B. dentium?
L. confusus L. pentosus B. gallicum
L. coryniformis L. pontis B. gallinarum
L. crispatus® L. plantarum® B. globosum?®
L. curvatus L. reuteri® B. indicum
L. delbrueckii L. rhamnosus® B. infantis®
L. farciminis L. ruminis B. lactis
L. fermentum® L. sake B. longum?®
L. fructivorans L. salivarius® B. magnum
L. fructosus L. sanfrancisco B. merycicum
L. gallinarum L. sharpeae B. minimum
L. gasseri® L. suebicus B. pseudocatenulatum*
L. graminis L. vaccinostercus B. pseudolongum
L. halotolerans L. vaginalis® B. pullorum
L. hamsteri L. viridescens B. ruminantium
L. helveticus B. saeculare
L. hilgardii B. subtile
L. homohiochii B. suis
L. intestinalis B. thermophilum

? espécies isoladas de fonte humana

Figura 1 - Lista das espécies (por ordem alfabética) que integram os géneros
Bifidobacterium e Lactobacillus.
Fonte: Gomes e Malcata, 1999.
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As espécies probidticas apresentam diversos efeitos bioldgicos.
Segundo Fuller (1989), ha trés possiveis mecanismos de atuagao dos probioticos. O
primeiro deles refere-se a supressdo do numero de células viaveis de
microorganismos patogénicos mediante produgdo de compostos com atividade
antimicrobiana, a competicdo por nutrientes e a competicdo por sitios de adeséo. O
segundo desses mecanismos seria a alteragdao do metabolismo microbiano, pelo
aumento ou diminuigdo da atividade enzimatica. O terceiro seria o estimulo da
imunidade do hospedeiro, por meio do aumento dos niveis de anticorpos e o
aumento da atividade dos macrofagos. De acordo com Naidu e Clemens (2000), o
espectro de atividade dos probidticos pode ser dividido em efeitos nutricionais,
fisiologicos e antimicrobianos.

Diversos autores vém sugerindo possiveis efeitos benéficos de
culturas probidticas sobre a saude do hospedeiro. Entre esses efeitos benéficos,
merecem destaque o controle das infecgbes intestinais, o estimulo da motilidade
intestinal, com consequente alivio da constipacao intestinal, a melhor absorcéo de
determinados nutrientes, a melhor utilizacdo de lactose e o alivio dos sintomas de
intolerancia a esse acucar, a diminuicdo dos niveis de colesterol, o efeito
anticarcinogénico e o estimulo do sistema imunolégico, pelo aumento da produgao
de anticorpos e da atividade fagocitica contra patdégenos no intestino e em outros
tecidos do hospedeiro, além da exclusdo competitiva e da producdo de compostos
antimicrobianos (SANDINE et al.,, 1972; GILLILAND, SPECK, 1977; KIM,
GILLILAND, 1983; FULLER, 1989; GILLILAND, 1989; TEJADA-SIMON et al., 1999;
GOMES, MALCATA, 1999; SHORTT, 1999; SREEKUMAR, HOSONO, 2000;
NAIDU, CLEMENS, 2000).

E interessante citar também que as bactérias probidticas s6
apresentam efeitos benéficos no ambiente intestinal quando presentes em um
nuamero minimo. Por exemplo, o numero de L. rhamnosus para reduzir
significativamente a ocorréncia da chamada diarréia dos viajantes ¢ de 10° UFC/g
(OKSANEN et al., 1990). Assim, considerando um consumo de produtos probidticos
de 100 g, estes devem conter pelo menos 10" UFC de bactérias probidticas viaveis
por grama no momento da compra do produto. Este é o numero recomendavel por
diversos autores (RYBKA, FLEET, 1997; VINDEROLA, RENHEIMER, 2000). Porém,
na legislacdo brasileira o nimero estaria entre 10°-107 células viaveis por mL ou g do
produto na porgao diaria (ANVISA, 2007).



19

2.1.1 Kefir

O Kefir é derivado da palavra Keif oriunda da Turkia e significa “bem-
estar”, devido a sensacao e aos beneficios que ele promove a saude humana. Pode
ser produzido com leite fresco e é considerado uma cultura starter, sendo utilizado
em diversos processos, como por exemplo, a fabricacdo de paes. O Kefir apresenta
cerca de 40 componentes aromaticos e podem conter até 2% de alcool; entretanto,
apenas 0,05% a 0,1% de alcool é produzido realmente em 1 dia de fermentagéo
com os graos de Kefir. Ele & considerado um alimento funcional, devido a
capacidade de promover beneficios a saude e resisténcia a doencgas, e também por
apresentar componentes nutricionais (ANFITEATRO, 2000),

A origem do Kefir vem das montanhas Caucasianas, possivelmente
no nordeste de Ossetia, onde tribos locais tém preparado esta “bebida” por cerca de
1000 anos. Estas pessoas sdo conhecidas pela sua longevidade e boa saude e o
Kefir € apontado como um dos maiores contribuintes para isto. O Kefir € conhecido
como bebida dos profetas pelas tribos locais e também como os graos do profeta
Mohamed (TRUM, 1973).

O Kefir € uma suspensdo de microrganismos simbiontes formada
por um grande numero de cepas de bactérias (predominantemente acido lacticas -
BAL) e de leveduras, ambas encapsulados em uma matriz de polissacarideos
secretados pelas BAL (DINIZ et al., 2003).

Os gréaos de Kefir produzem uma bebida fermentada utilizada no
ocidente por suas propriedades sensoriais, uso tradicional na medicina popular e
também devido ao fato de alguns microorganismos presentes no Kefir apresentarem
propriedades probidticas. O produto fermentado resulta em uma solugdo acida
contendo compostos aromaticos, gas carbdnico e etanol. Macroscopicamente, o
Kefir apresenta-se como gréos gelatinosos, medindo de 3 a 20 mm de tamanho e
com propriedades sensoriais definidas para cada combinagdo microbiolégica
(ANFITEATRO, 2000).
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2.1.2 Bactérias Lacticas (BAL)

As bactérias lacticas (BAL) foram descritas por Orla-densen (1919)
para designar um grupo fisiolégico de Gram-positivos que fermentam carboidratos a
acido lactico e também a outros compostos como acido acético, alcool e didéxido de
carbono. Tem preferéncia por condicbes anaerdbias porém sao aerotolerantes, nao
esporuladas e catalase negativas (VASILJEVIC; SHAH, 2008). Dentre os principais
géneros, destacam-se Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus e
Pediococcus. Alguns autores sugerem que o género Bifidobacterium pertenca ao
grupo das bactérias lacticas, entretanto apresentam em seu DNA maiores
quantidades de pares de G+C (guanina-citosina) e assim diferencas filogenéticas em
relacdo aos outros géneros (VASILJEVIC; SHAH, 2008).

Revisbes taxonbmicas destes géneros sugerem que BAL
compreendem: Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus, Weissella, Lactosphaera e Paralactobacillus (LEISNER et al., 2000).

Amplamente distribuidas, BAL tem sido utilizadas em todo o mundo
para melhorar a preservacdo, caracteristicas sensoriais e valor nutricional de uma
ampla variedade de produtos. Isso porque algumas linhagens sdo capazes de
converter agucares, acidos organicos, proteinas ou gorduras em componentes de
aroma e sabor e também podem contribuir para melhorar a textura e a viscosidade
de produtos fermentados por meio da sintese de exopolissacarideos (RUAS-
MADIEDO; HUGENHOLTZ; ZOON, 2002).

Algumas espécies de bactérias lacticas produzem substancias
antimicrobianas como acido lactico, peroxido de hidrogénio, didoxido de carbono,
diacetil, acetaldeido e bacteriocinas (NAIDU et al., 1999). A agcdo antagonista de
espécies de BAL contra microorganismos indesejaveis em alimentos tem sido
descrita em varios trabalhos. Muitas BAL isoladas de leite e queijos apresentaram
poder de inibicdo frente a patégenos e deteriorantes, como Staphylococcus spp.,
Listeria spp., Salmonella spp., Bacillus spp., Pseudomonas spp. e coliformes
(VAUGHAN et al.,, 1994; BRASHEARS; DURRE, 1999; URAZ et al.,, 2001;
ALEXANDRE, 2002; CARIDI, 2003).
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2.1.2.1 Lactococcus lactis

Lactococcus lactis s&o bactérias gram-positivas, anaerdbias
facultativas pertencentes ao grupo das bactérias acido lacticas (BAL), devido a sua
capacidade de converter a lactose presente no substrato em acido lactico via
fermentagdo. Por isto, estas bactérias sdo utilizadas em diversos processos
envolvendo alimentos fermentados (vegetais, leite e carne), onde sdo responsaveis
pela preservacao e caracteristicas sensoriais, assim como pela cor, textura e sabor
(MIYOSHI et al., 2003).

Os Lactococcus lactis sdo mesofilos, com crescimento 6timo em
temperatura de 30°C , sendo fermentadores microaerofilos (DUWAT et al., 2000).
Estas bactérias sdo comumente encontradas na natureza, sob a superficie de
plantas e animais, sendo muito utilizadas na Industria de Laticinios para a produgao
de fermentados, como queijo e manteiga.

Alguns autores consideram determinadas espécies de Lactococcus
spp. probidticas (SANDERS AND HUIS IN'T VELD, 1999; BLANDINO et al., 2003;
VINDEROLA; REINHEIMER, 2003, apud ESPINOZA; GALLARDO-NAVARRO,
2010) . Em um estudo que visava verificar as caracteristicas probioticas dos
microorganismos encontrados nos graos de Kefir oriundos da Turkia, através da
producdo de acido latico, perdxido de hidrogénio, atividade antimicrobiana e
producao de diacetil e acetaldeido, Yiksekdag, Beytali e Aslim (2004), verificaram
que as linhagens de Lactococcus cremoris e Lactococcus lactis apresentaram
propriedades que podem caracteriza-las como probidticas e de possivel uso na
producao de produtos com alto potencial funcional.

Considerando que os graos de Kefir utilizados no trabalho contém 2
linhagens de Lactococcus lactis, € interessante ressaltar a sua importancia na
contribuicdo das propriedades sensoriais e probidticas do ingrediente simbidtico

obtido que podera ser utilizado em diversos tipos de alimentos.
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2.1.3 Leveduras

Leveduras sdo fungos unicelulares, que se reproduzem
assexuadamente por brotamento ou gemulagao, tem crescimento 6timo entre 25°C e
0°C e se desenvolvem bem em pH &acido. Elas apresentam alta diversidade
fisiologica e por isso podem crescer em varios tipos de habitat (JACQUES;
CASAREGOLA, 2008). Esta diversidade tem sido estudada para o desenvolvimento
de um grande numero de produtos, para producao de metabdlitos industriais, e em
varios processos biotecnologicos, como a produgcdo de proteinas e enzimas.
Algumas espécies de leveduras também sdo usadas como probidticos, como é o
caso da Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces boulardii (POSTERATO et al.,
2005).

As leveduras sao heterotroficas e para seu crescimento requerem
nutrientes minerais e quantidade significante de carbono. A maioria das leveduras
cresce em uma ampla variacdo de valores de pH, o que permite a elas, em
particular, colonizarem materiais que ja apresentam processo fermentativo por
bactérias (LACHANCE; STARMER, 1998). Leveduras sao freqlientemente
encontradas em alimentos manufaturados que contém gordura ou grande
quantidade de acucar. Em animais elas sao encontradas na pele e também no trato
gastrointestinal.

Alguns trabalhos citam propriedades probidticas da levedura
Saccharomyces boulardii, onde em infecgdes experimentais, foram extensivamente
estudadas. Ensaios em humanos, assim como estudos in vitro, mostraram que a S.
boulardii apresenta papel protetor contra alguns patdégenos entéricos que provocam
diarréias (CZERUCKA; RAMPAL, 2002; MANSOUR-GHANAEI et al., 2003).

Além da S. boulardii, a S.cerevisiae também ¢é relatada em alguns
trabalhos como probidtica. Em um estudo feito com S.cerevisiae foi relatada a
eficacia da mesma no combate a diarréias em humanos (KOVACS; BERK, 2000).
Na dieta de ruminantes a S. cerevisiae € muito utilizada, pois ela estimula a
atividade dos microorganismos benéficos do trato gastrointestinal, aumentando
desta forma a digestibilidade de nutrientes e o potencial de produgcdo dos animais
(NEWBOLD et al., 1995; WOHLT et al., 1998).
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2.2 PREBIOTICOS

Os prebidticos sdo “ingredientes alimentares nao digeriveis por
humanos que exercem um efeito benéfico no individuo, estimulando seletivamente o
crescimento e/ou atividade de espécies bacterianas benéficas existentes no colon
(Figura 2), melhorando a saude do hospedeiro”. Estes ingredientes, normalmente de
natureza glicidica (geralmente oligossacarideos), devem ser indigeriveis pelas
enzimas digestivas, algando o intestino grosso intactos, onde serdo especificamente
utilizados por grupos de microrganismos com propriedades benéficas claramente
identificadas (MACFARLANE; CUMMINGS, 1999; ROBERFROID, 2002). Além disso
devem induzir efeitos benéficos sistémicos ou na luz intestinal do hospedeiro
(MENTEN, 2001).

Probliticos Prebliticos
» bactérias [4ticas « fibras
e bifidobactérias ¢ oligossacaridecs
Farmantagio no Intesting
Medificagbes na microblota mﬂmmm
s alividade microblana ® Acidos grepcos de cadela curta
» composigho da microblota & gases

& putros metabdliitos

l

| Efeitos fislolégicos
afeitos locals (no célon)
efeitos sistémicos

l

| Efeltos sobre a sadds

Figura 2 - Reagdes dos ingredientes alimentares probidticos e prebioticos com a
microbiota intestinal, relativo aos seus efeitos sobre a saude.
Fonte: SAAD, 2006.
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No intestino, as diferentes substancias prebidticas devem ser
preferencialmente fermentadas e promoverem o crescimento de uma ou outra
especie bacteriana. Sendo assim, a seletividade destes prebidticos podera ser
verificada, ndo s6 quanto ao género, mas também quanto a espécie bacteriana. Esta
relagdo estrutura-funcdo €, no entanto, pouco estudada relativamente aos
prebioticos em geral (RASTALL; MAITIN, 2002; RABIU et al., 2001).

Neste contexto, as substéncias prebidticas agem de forma a suprir
os nutrientes necessarios para estimular o crescimento de especificas ou diversas
bactérias intestinais benéficas, cujos metabdlitos atuam também reduzindo o pH
através do aumento da quantidade de acidos organicos presentes no ceco. Por outro
lado, atuam bloqueando os sitios de aderéncia (principalmente a D-manose),
imobilizando e reduzindo a capacidade de fixagado de algumas bactérias patogénicas

na mucosa intestinal. Especula-se também, que as substancias
prebidticas atuam estimulando o sistema imune, através da reducdo indireta da
translocacgao intestinal por patdgenos, que determinariam infecgdes apds atingirem a
corrente sanguinea (SAVAGE et al., 1996).

Dentro do grupo de prebidticos, podem-se destacar a inulina, os
frutooligossacarideos e também diversos tipos de fibras que podem ser classificadas

como soluveis, insoluveis ou mistas, podendo ser fermentaveis ou ndo-fermentaveis.

2.2.1 Fibras

Considera-se fibra alimentar o conjunto dos componentes dos
alimentos vegetais que resistem a hidrdlise pelas enzimas enddgenas do tubo
digestivo. Tais residuos alimentares, como ndo s&o digeridos, ndo possuem valor
caldrico, passam para as fezes, e sdo degradados no intestino grosso (POURCHET-
CAMPOS, 1990).

A fibra alimentar podera influenciar varios aspectos da digestao,
absorcao e metabolismo, entre eles:

¢ A diminuigdo do tempo de transito intestinal dos alimentos;

e Aumento da velocidade de absor¢ao intestinal da glicose;

e Diminuicao dos niveis de colesterol sanguineo;
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e Diminui¢cdo do conteudo de calorias ingeridas.

Essas propriedades, segundo Calixto (1993), fazem das fibras um
adequado regulador intestinal. As fibras sdo ainda fatores de importancia em
regimes dietéticos para a prevencao ou tratamento de diabetes e de pessoas com
problemas de hipercolesterolemia ou obesidade. O desenvolvimento de cancer de
célon e outros disturbios gastrointestinais pode estar relacionado com a falta de

fibras na dieta.

2.2.1.1 Pectina

A pectina é considerada uma fibra soluvel e fermentavel, a qual n&o
é digerida pela a-amilase e por enzimas hidroliticas, como a sacarase, a maltase e a
isomaltase, na parte superior do trato gastrointestinal (CARABIN, FLAMM, 1999). Ela
esta presente na parede celular dos vegetais, em diferentes formas, conforme o
avango da maturagao.

As substancias pécticas sao encontradas nos frutos em formas
diversas, com uma solubilidade diferente dependendo do estado de maturacéo, cada
uma delas com fun¢des na determinagao da textura (SGARBIERI, 1966; CHITARRA,
1973). As pectinas encontram-se principalmente depositadas na parede celular,
atuando como material de ligagcdo entre as células, sendo consideradas fibras com
caracteristicas espessante, estabilizante (BOBBIO; BOBBIO, 1995) e apresentando,
em alguns casos, propriedades prebidticas (FOOKS; FULLER; GIBSON, 1999).

Segundo Whistler e Daniel (1985), as substancias pécticas podem
se apresentar como:

e Protopectina: altamente esterificada com metanol; insolivel em
agua. Durante o amadurecimento da fruta, a enzima
protopectinase converte a protopectina em pectina coloidal, ou
acidos pectinicos, que sao soluveis em agua.

e Pectina: polissacarideo estrutural encontrado na parede celular
de vegetais com a func&o de conferir rigidez. Também chamada
de acido pectinico, a pectina € menos metilada que a

protopectina. Os acidos pectinicos sdo os acidos
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poligalacturénicos coloidais que formam gel em condigdes
especificas. A acao continua da pectina-metilesterase sobre o
acido pectinico leva a remogao completa dos grupos metil-éster
e a formacéao de acidos pécticos.
o Acidos pécticos: s&o acidos poligalacturdnicos isentos de grupos
metilicos. Sdo degradados a acido galacturdnico pela enzima
poligalacturonase.
Segundo Bobbio e Bobbio (1995), a pectina é formada por 150 a
1.500 unidades de acido galacturénico unidas por ligagdes glicosidicas a (1-4) e
apresenta peso molecular entre 100.000 a 200.000 Daltons. A composicao e as

propriedades da pectina variam de acordo com a fonte, o processo
de extragao empregado e tratamentos posteriores a extragao (FENNEMA, 2007).

As cadeias lineares de acido galacturbnico possuem grupos
carboxilicos esterificados por radicais metoxil (CH3) em maior ou menor grau. O grau
de metoxilagdo (DM — degree of metoxilation) € uma medida da proporgao de grupos
carboxilicos que estdo presentes na forma esterificada. Por exemplo, uma pectina
de DM igual a 0,7 indica 70% de esterificagdo (BOBBIO e BOBBIO, 1995).

A propor¢cdo de grupos metil-éster decresce conforme o vegetal
amadurece. O grau de esterificacdo € calculado pela razdo entre o numero de
residuos de acido D-galacturdnico esterificados e o numero total de residuos de
acido D-galacturénico multiplicado por 100 (WHISTLER; DANIEL, 1985).

2.3 SORO DE LEITE

O soro do leite € um subproduto resultante da fabricacéo de queijos,
por coagulagdo da caseina, obtido por adicdo de acido ou de enzima (soro doce).
Possui alto valor nutricional, conferido pela presenca de proteinas com elevado teor
de aminoacidos essenciais, destacando-se os sulfurados (CAPITANI et al., 2005).

Além das propriedades nutricionais, as proteinas do soro do leite s&o
muito conhecidas pela versatilidade de suas propriedades funcionais tecnoldgicas
como ingredientes em produtos alimenticios, principalmente por sua elevada

solubilidade e capacidade de geleificagdo. Recentemente, tém sido atribuidas as
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proteinas do soro propriedades funcionais fisiolégicas, capazes de produzir um
importante controle na modulagao do metabolismo e nos mecanismos de defesa dos
organismos animal e humano (SGARBIERI; PACHECO, 1999; MICKE et al., 2002;
ROSANELI et al., 2002).

No Brasil, a producdo de bebidas lacteas € uma das principais
opgcdes de aproveitamento do soro do leite, e as mais comercializadas sao as
bebidas fermentadas, com caracteristicas sensoriais semelhantes ao iogurte, e
bebidas lacteas nao-fermentadas. Contudo, o aproveitamento desse subproduto
ainda é baixo variando em torno de 15-20% apenas (SMITHERS, 2008), sendo que
a produgéao anual de soro de leite no mundo aumenta em torno de 1-2% segundo a
figura 3. (FAO, 2006).
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Figura 3 - Volume anual de soro de leite produzido no mundo
(1995-2005).
Fonte: FAO, 2006

2.4 BAGACO DE LARANJA

O bagago da laranja, residuo da produgéo industrial do suco, é
composto por flavedo, albedo, membranas, residuos de polpa e sementes (FOX,
1991; KALE; ADSULE, 1995). O flavedo é a casca propriamente dita, que contém
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Oleos essenciais e pigmentos. O albedo é a porgcdo branca, fibrosa, de alta
porosidade, aderida internamente ao flavedo, sendo esta camada que contém a
maior concentragéo de pectina do total contido no bagago. Membranas presentes no
bagaco contém celulose, hemicelulose, lignina, pectina, compostos fendlicos,
flavondides, vitaminas e minerais (FOX, 1991).

Quanto a proporgao entre a quantidade de laranjas que entram na
planta para extragdo de suco e a quantidade de bagaco restante dessa extragdo, ha
variacbes de acordo com a variedade e o grau de maturagdo da fruta, o tipo de
processamento e processos subseqientes a extragao de suco.

Até 60% em peso da fruta sdo residuos solidos (casca, partes da

polpa e sementes). Proporcionalmente, a laranja contém de 21,5 a
38,1% de casca; 61,9 a 78,6% de polpa e 23,8 a 51,0% de suco. Segundo a
Abecitrus (2008), o bagaco corresponde a cerca de 50%, em peso, das laranjas
processadas.

Um destino para o bagago de laranja € a sua utilizagdo como
matéria prima na produgéo de 6leos Essenciais (D’limoneno) e também como Farelo
de casca de laranja para alimentagao animal (ABECITRUS, 2008). De acordo com
El Nawawi e Shehata (1987), para destinar os residuos da industria de suco e obter
maior retorno financeiro na industria de citrus, os residuos da extragao podem ser
utilizados para a producgao de pectina.

A quantidade de pectina em bagacgo de laranja é variavel em fungao
da variedade e do grau de maturacao da fruta, do tempo decorrente entre a colheita
e a extracdo da pectina e do processamento ao qual a fruta é submetida. O teor de
pectina decresce em frutos conforme avanga o amadurecimento (FONSECA, 2001)
e conforme aumenta o tempo entre a colheita da laranja e o processamento de
extracdo de pectina.

Em base seca, aproximadamente 30% do bagaco de laranja é
pectina (EL NAWAWI; SHEHATA, 1987), sendo a extragdo da pectina do bagaco de
laranja uma outra via de reaproveitamento.

Desta forma, além de ser uma alternativa de aproveitamento para o
residuo da industria de suco de laranja, a utilizagdo da pectina, e desse material
como um todo, é uma forma de agregar valor a este subproduto, resultando em

beneficios econdmicos e minimizando danos ao meio ambiente.



29

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um ingrediente simbidtico desidratado, fermentado por

graos de Kefir e cultura probidtica, utilizando bagago de laranja e soro de leite.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar se o0 soro de leite é viavel para a fermentagdo com graos de
Kefir e com uma cultura comercial liofiizada de microorganismos probidticos
(LYOFAST MT 036 LV).

Determinar a viabilidade das bactérias lacticas, Lactococcus spp. e
leveduras presentes nos graos de Kefir e cultura LYOFAST MT 036 LV, apos os
processos de fermentacao do soro e apds adigdo do bagacgo de laranja no processo
de secagem.

Determinar o percentual de pectina presente no bagago da laranja
antes e apds a secagem.

Quantificar o teor de exopolissacarideos produzidos pelas bactérias
durante os processos de fermentagao e secagem, e durante o0 armazenamento.

Verificar a viabilidade dos microorganismos presentes em ambas
culturas por 3 meses na temperatura de 25°C.

Verificar as diferencas sensoriais na barra de cereais adicionada do

ingrediente simbidtico.
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4 MATERIAIS E METODOS

4 1 MATERIAIS

4.1.1 Kefir

Os graos de Kefir foram obtidos de Dominic Anfiteatro e a cultura
liofilizada LYOFAST MT 036 LV foi fornecida pela empresa SACCO localizada em
Campinas, S&o Paulo, Brasil. Ambos armazenados em freezer (-10°C a -15°C).

Microorganismos encontrados na cultura Lyofast MT 036 LV:

e Lactococcus lactis ssp. lactis

e Lactococcus lactis spp. lactis biovar diacetylactis

e Lactobacillus brevis

e Leuconostoc

e Saccharomyces cerevisiae

Microorganismos encontrados nos graos de Kefir:

e Lactobacillus spp; Lactococcus spp ; Leuconostoc spp ;
Acetobacter spp ; Streptococcus spp ;Kluyveromyces spp ;
Candida spp ; Sacharomyces spp ; Torula spp ( ANFITEATRO,
2000).

4.1.2 BAGACO DE LARANJA

O bagaco de laranja utilizado foi fornecido pela COROL Cooperativa
Agroindustrial, localizada em Rolandia, Parana, Brasil e utilizado no mesmo dia em
que foi transportado da Corol ao laboratério de desenvolvimento do projeto de

pesquisa.
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4.1.3 Soro de Leite em Po

O Soro de leite em po utilizado no presente trabalho foi cedido pela
empresa Alibra ingredientes Ltda., localizada em Marechal Céandido Rondon,

Parana, Brasil. Armazenado em camara fria (4°C).
A composigao nutricional do soro de leite esta expressa na tabela 1.

Tabela 1. Composi¢éo centesimal do soro de leite integral.

Componente Soro de Leite integral
Energia, kcal/kg 23 kcal/100g
Matéria seca, % 6,40 %
Proteina bruta, % 0,73 %

Gordura, % 0,03 %
Lactose, % 5,00 %
Cinzas, % 0,64 %

pH 5,80 %

Fonte: Hauptli et al. 2005.

4.2 METODOS

4.2.1 Preparo e Fermentagao das Culturas

Para ativagdo da cultura liofilizada LYOFAST MT 036 LV, uma
alcada da cultura foi inoculada em 100 ml de soro de leite reconstituido a 7% (p/v),
previamente pasteurizado sob temperatura de 85°C por 15 minutos, e incubado a
25°C por 24 horas. Apds este periodo, Erlemeyers contendo 100 ml de soro de leite
reconstituido a 7% (p/v) também pasteurizado foram inoculados com 1% (v/v) da

cultura previamente crescida, e incubados nas mesmas condicdes que o primeiro
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ensaio. Foram realizadas trés repicagens sucessivas da cultura sob as mesmas

condigdes. De acordo com a figura 4.

- PREPARO E FERMENTAGAO DAS CULTURAS

1) Cultura LYOFAST MT 036 LV:

Cultura LYOFAST

MT 036 LV — £\
E I\|I %
1000 ml soro
100 ml soro 100 ml soro reconstituido 7%
reconstituido 7%  reconstituido 7% pasteurizado
pasteurizado pasteurizado 250°C/24h
25°C/24h 25°C/24h
3 vezes

Soro fermentado pronto para
ser adicionado ao bagaco - !
asterilizado.

Figura4 - Processo de preparo do soro fermentado com a cultura Lyofast
MT 036 LV.

Para ativacdo dos graos de Kefir, 10% (p/v) dos graos foram
inoculados em 100 ml de soro de leite reconstituido a 7% (p/v), previamente
pasteurizado sob temperatura de 85°C por 15 minutos, e incubados a 25°C por 24
horas. Apds este periodo, Erlemeyers contendo 100 ml de soro de leite reconstituido
a 7% (p/v) também pasteurizado foram inoculados com 10% (p/v) dos graos
previamente crescidos, e incubados nas mesmas condi¢gdes que o primeiro ensaio.
Foram realizadas trés repicagens sucessivas dos gréos sob as mesmas condi¢des.

De acordo com a figura 5.
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- PREPARO E FERMENTAGAO DAS CULTURAS

2) Graos de Kefir:

10% ",\ 10%
Graos de Kefir E\
\
\

100 ml soro 100 ml soro 1000 ml soro

10%

reconstituido 7%  reconstituido 7% reconstituido 7%
pasteurizado pasteurizado pasteurizado
25°C/24h 25°C/24h 25°C/24h
3 vezes

Soro fermentado pronto para
ser adicionado ao bagaco
esterilizado.

Figura5- Processo de preparo do soro fermentado com a cultura de graos de
Kefir.

Apos a incubacgdo, os grdaos de Kefir foram separados do soro
fermentado por filtragcdo em peneira de plastico (sanitizada por imersdo em etanol
70%) e posteriormente lavados com agua estéril (PIERMARIA et al., 2008), sendo
armazenados a 4°C em soro de leite pasteurizado para posterior analises.

4.2.2 Secagem do Bagacgo de Laranja Adicionado de Soro de Leite Fermentado

Apods as fermentagdes do soro de leite com os graos de Kefir e com
a cultura liofilizada LYOFAST MT 036 LV a 25°C por 24 horas, o bagaco de laranja,
esterilizado a 121°C por 15 minutos, foi adicionado na propor¢cdo de 1:1 ao soro
fermentado, com o intuito de auxiliar o processo de secagem (estufa - SOC.FABBE
LTDA) e agir como aditivo de sabor, aroma e fonte de fibras.

A secagem foi conduzida sob temperatura de 40° C até peso

constante, aproximadamente 2 a 3 dias.
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Apos a secagem, o material foi moido (Moinho IKA WORKS, Modelo

A11 Basic). De acordo com a figura 6.

SECAGEM DOS SUBSTRATOS 1L soro fermentado

P

Bagaco esterilizado - 1 kg

Secagem a 40°C por
aproximadamente 2 a 3 dias

Moagem

Ingrediente
simbidtico

Figura6- Processo de secagem apdés adicdo do soro
fermentado ao bagaco de laranja esterilizado.

4 .2 .3 Viabilidade Celular

4.2.3.1 Contagem de bactérias lacticas

As contagens de bactérias lacticas para ambos ingredientes
simbidticos produzidos com a fermentagao pelos grdos de Kefir e também pela
cultura liofilizada foram realizadas apdés os processos de fermentagdo do soro,
secagem e em intervalos de 30 dias durante o periodo de armazenamento. Também
foram realizadas determinacdes de viabilidade celular na barra de cereais produzida
e adicionada do ingrediente simbidtico para a analise sensorial, com o intuito de

verificar a quantidade de bactérias lacticas na porcao fornecida aos consumidores.
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A semeadura em placas para contagem das unidades formadoras de
colénia por mL ou g (UFC.mL-10u g-1) foi realizada pela técnica de plaqueamento em
profundidade (“Pour Plate”), utilizando o meio de cultivo MRS-agar (“Man, Rogosa,
Sharpe”) para os Lactobacillus. As placas foram incubadas em estufa de cultura
(FANEM LTDA — Modelo 002CB) a 37 °C por 48 horas (SILVA et al., 2001).

Os experimentos foram conduzidos com duas repeticoes, sendo
submetidos a analise de variancia a ANOVA e processados no Programa Statistica

6.0. Os graficos foram plotados pelo Programa Microsoft Excel 2007.

4.2.3.2 Contagem de Lactococcus spp.

As contagens de Lactococcus spp. para ambos ingredientes
simbidticos produzidos com a fermentagdo pelos grédos de Kefir e também pela
cultura liofilizada foram realizadas apds os processos de fermentagcdo do soro,
secagem e em intervalos de 30 dias durante o periodo de armazenamento. Também
foram realizadas determinagdes de viabilidade celular na barra de cereais produzida
e adicionada do ingrediente simbidtico para a analise sensorial, com o intuito de
verificar a quantidade de Lactococcus spp. na por¢ao fornecida aos consumidores.

A semeadura em placas para contagem das unidades formadoras de
colénia por mL ou g (UFC.mL-10u g-1) foi realizada pela técnica de plaqueamento em
profundidade (“Pour Plate”), utilizando o meio de cultivo Agar M17 para o
crescimento dos Lactococcus spp. As placas foram incubadas em estufa de cultura
(BOD, Modelo TE 391) a 25° C por 72 horas (SOUZA et al., 2003).

Os experimentos foram conduzidos com duas repeticbes genuinas,
sendo submetidos a analise de variancia a ANOVA e processados no Programa

Statistica 6.0. Os graficos foram plotados pelo Programa Microsoft Excel 2007.
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4.2.4 Contagem de Leveduras

As contagens de leveduras para ambos ingredientes simbidticos
produzidos com a fermentagao pelos graos de Kefir e também pela cultura liofilizada
foram realizadas apds os processos de fermentacdo do soro, secagem e em
intervalos de 30 dias durante o periodo de armazenamento. Também foram
realizadas determinacgdes de viabilidade celular na barra de cereais produzida e
adicionada do ingrediente simbidtico para a andlise sensorial, com o intuito de
verificar a quantidade de leveduras na porgao fornecida aos consumidores.

A semeadura em placas para contagem das unidades formadoras de
colénia por mL ou g (UFC.mL-10u g-1) foi realizada pela técnica de plaqueamento em
profundidade (“Pour Plate”), utilizando o meio de cultivo Agar PDA (Agar batata
dextrose Acidificado) e adigao de acido tartarico 10% até atingir pH 3,7 - 3,8, para o
crescimento de leveduras. As placas foram incubadas estufa de cultura (BOD,
Modelo TE 391) a 25° C por 72 horas (SILVA et al., 2001).

Os experimentos foram conduzidos com duas repeticbes genuinas,
sendo submetidos a analise de varidncia a ANOVA e processados no Programa

Statistica 6.0. Os graficos foram plotados pelo Programa Microsoft Excel 2007.

4.2.5 Armazenamento

A viabilidade das bactérias lacticas totais dos Lactococcus spp. e
das leveduras foi acompanhada durante 3 meses de armazenamento sob

temperatura de 25°C, nas amostras dos ingredientes simbi6ticos
fermentados com os graos de Kefir e com a cultura LYOFAST MT 036 LV.

Por¢cdes de 20g dos ingredientes simbidticos desidratados foram
embaladas em saches de BOPP (polipropileno bio-orientado) metalizado
hermeticamente selados. Analises de viabilidade celular foram realizadas a cada 30

dias em duplicata para calculo da média de duas repeticdes dos tratamentos.
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Os experimentos foram submetidos a analise de variancia a ANOVA
e processados no Programa Statistic 6.0. Os graficos foram plotados pelo Programa
Microsoft Excel 2007.

4.2.6 Determinagao de Pectina Total no Bagago de Laranja

A determinacao de pectina total no bagacgo de laranja foi feita com a
utilizacao do KIT Pectin Identification (Megazyme), antes e depois dos processos de
fermentacdo e secagem.

O principio deste kit baseia-se no fato da pectina ser dissolvida em
agua deionizada e ajustada ao pH 12, para a produgdo de regides poli-
galacturonicas e conversao da pectina a pectato. O pectato é incubado com a
enzima pectato liase, a qual hidrolisa os acidos poligalacturonicos produzindo
oligossacarideos insaturados que sdo lidos a 235 nm de absorbéancia em

espectrofotometro UV-visivel (Cintra 20, Modelo GBC).

4.2.7 Quantificacdo de Exopolissacarideos (EPS)

A quantificacdo de EPS foi realizada de acordo com Souza (2004).
Exatamente 10 g do soro ndo inoculado (padrao — sem agao de microorganismos) e
também do soro fermentado com ambas culturas, foram cuidadosamente pesados
em tubos de centrifuga de 50 ml. Em seguida, foi adicionado 250 yL de acido
tricloroacético 80 %, as amostras foram agitadas e armazenadas a 4°C por 30
minutos para serem posteriormente centrifugadas (Centrifuga — Ependorf, modelo -
5804 R) a 4°C, 3000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante de cada cultura foi
cuidadosamente transferido para outros tubos de centrifuga e os EPS precipitados
pela adigdo de etanol frio absoluto. Apds nova centrifugagédo a 13975xg a 4°C por 20
minutos, os EPS separados foram dissolvidos em agua destilada.

A concentragao do carboidrato total foi determinada usando-se 1 ml

dos precipitados diluidos em agua destilada, seguida da adigéo de fenol 5% (1 ml) e
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5 ml de acido sulfurico concentrado (10-20 segundos) em tubos de ensaio. Os tubos
foram mantidos em descanso por 10 minutos, posteriormente agitados e colocados
em banho Maria a 25 ou 30°C, por 10 a 20 minutos. A leitura foi feita em
espectrofotometro a 490 nm. As concentragcdes de carboidratos totais foram
determinadas a partir de uma curva de calibragado da glicose, em concentragdes de
10 a 100 ug/ml. Os resultados foram expressos como EPS-equivalente (mg/100 g
das amostras) para o soro fermentado com cada cultura. Os valores de EPS foram
calculados pela subtragcdo da quantidade de EPS do soro fermentado e dos EPS

presentes no soro nao inoculado.

4.2.8 Analises Fisico-Quimicas

Analises de pH, atividade de agua (Aw) e umidade foram realizadas
em duplicata em cada amostra (soro fermentado com grdos de Kefir e cultura
liofilizada) antes e depois dos processos de fermentagdo do soro e secagem soro
adicionado do bagaco de laranja. O pH e a umidade foram determinados de acordo
com as normas oficiais do Instituto Adolfo Lutz (2005) e a atividade de agua (Aw)
mensurada em aparelho AQUALAB (modelo CX-2), previamente calibrado com agua
destilada.

Os experimentos foram conduzidos com duas repeticoes, sendo
submetidos a analise de varidncia a ANOVA e processados no Programa Statistica
6.0.

4.2.9 Analise Microbiologica — Ingrediente Simbiotico e Barra de Cereais

Para garantir as condigdes microbioldgicas e a seguranca da barra
de cereais a ser oferecida aos provadores, analises de Coliformes a 45°C,
Staphylococcus aureus coagulase positiva e Salmonella spp. foram realizadas
segundo Silva et al. (2001), seguindo as determinagdes da resolugdo — RDC n°12,
de 2 de janeiro de 2001 (ANVISA).
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4.2.10 Analise Sensorial

Anteriormente a realizagdo dos testes sensoriais, o projeto foi
submetido ao “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina/Hospital Regional Norte do Parana”, obtendo
como parecer “aprovado” com protocolo n° 0179.0.268.000-08 e Anexo 175/08.

O ingrediente simbiotico obtido no estudo foi adicionado a uma
formulagcado de barra de cereais devido ao fato de ser um ingrediente em po6 e por
nao ter sido feita analise de solubilidade do mesmo. Sendo um ingrediente com um
sabor amargo e que nao seria muito bem aceito se servido diretamente, este foi
adicionado a barra de cereais com o intuito do sabor amargo ser mascarado pelo
doce do acucar e do mel presente na mesma.

O produto formulado para a analise sensorial foi uma barra de
cereais, com formulagdo caseira, onde se utilizou 4 colheres de sopa de agucar, Y2
xicara de mel, 1 xicara de flocos de arroz crocantes, 'z xicara de aveia em flocos; V2
xicara de uva passa e 1 colher de sopa de margarina, segundo o site “Tudo
Gostoso” (2010). Apds a formulagao das barras de cereais, foram adicionados 10%
(p/p) do ingrediente simbibtico desenvolvido com a cultura LYOFAST MT 036 LV
para confec¢cdo da primeira amostra a ser oferecida aos consumidores e 10% (p/p)
do ingrediente simbidtico desenvolvido com a cultura de graos de Kefir para
confecgdo da segunda amostra. A porcentagem de p6 utilizado foi calculada em
fungdo do numero de microorganismos viaveis na barra de cereais (entre 106 € 108
UFC/g). Paralelamente, foi preparada a terceira amostra, constituida pela
formulagao original - padrao (sem adigédo do ingrediente simbidtico).

A aceitabilidade das amostras formuladas com os ingredientes
simbidticos foi determinada realizando-se o teste de aceitagdo com 89 provadores
potenciais, ndo treinados, utilizando escala heddnica estruturada de nove pontos e
apresentacao sequencial das amostras. A partir dos resultados, foi aplicada analise
variancia (ANOVA), utilizando-se um intervalo de confianga de 95% e p<0,05. Os
indices de aceitagao foram calculados pelo programa computacional Statistic 6.0.

Segue abaixo o modelo de questionario para recrutamento de

provadores e a ficha de avaliagao para o teste de aceitagédo global do consumidor.
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QUESTIONARIO PARA RECRUTAMENTO DE PROVADORES (TESTE DE
ACEITACAO)

Desejamos formar uma equipe de provadores para avaliar a
qualidade de uma barra de cereais adicionada de um ingrediente com propriedades
funcionais (p6 obtido depois do processo de fermentagao). Ser um provador nao
exigira de vocé nenhuma habilidade excepcional, ndo tomara muito seu tempo e n&o
envolvera nenhuma tarefa dificil. A prova sera realizada no Laboratério de Analise
Sensorial do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, leva em torno de
10 minutos e vocé podera fazé-la no horario que tiver maior disponibilidade. Se tiver
qualquer duvida, ou necessitar de informag¢des adicionais, entre em contato
(Eduardo, 3338-3247; 99188124 e Profa Dra. Sandra Garcia, ramal 4984,

sgarcia@uel.br).

Dados Pessoais

Nome

Telefone para contato / e-mail

1-Faixa etaria 2- Sexo
()15-25 ( ) masculino
()25-35 () feminino

() 35-50

( ) acima de 50 anos

3- Ocupacgao 4- Escolaridade
() aluno () 1°grau

() funcionario () 2°grau

() professor ()3°grau

() outro () outro

5. Gosta de barrinha de cereais: () Sim () Nao
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6- Frequéncia de Consumo de:

Barrinha de cereais:

() Nunca

() Ocasionalmente - vezes por ano

() Moderadamente - vezes por més

() Frequentemente - vezes por semana

Alimentos com alegacdes funcionais:

() Nunca

() Ocasionalmente - __ vezes por ano

() Moderadamente - __ vezes por més

() Frequentemente - vezes por semana

Produtos probiéticos:

() Nunca

() Ocasionalmente - vezes por ano

() Moderadamente - vezes por més

() Frequentemente - __ vezes por semana

Produtos que costuma consumir :

Ficha de avaliacdo para o teste de aceitacao global do consumidor.

Produto testado: Barrinha de cereais adicionada ou nao, dos ingredientes

simbidticos formulado pelo pesquisador.

Nome: _ Data:

Por favor, avalie a amostra de barrinha de cereais utilizando a escala abaixo, para
dizer o quanto gostou ou desgostou do produto e, se desejado, faga comentarios

sobre ele.



1- Desgostei muitissimo
2- Desgostei muito

3- Desgostei

4- Desgostei ligeiramente
5- Ndo gostei nem desgostei
6- Gostei ligeiramente

7- Gostei

8- Gostei muito

9- Gostei muitissimo
Cddigo da amostra
Cdédigo da amostra

Codigo da amostra

Vocé consumiria este produto?

Nota
Nota
Nota

42



43

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 FERMENTACAO DO SoRO DE LEITE

A Figura 7 mostra as médias em log de determinagbes realizadas
em duplicatas para bactérias lacticas apds a fermentacdo do soro de leite com a

cultura liofilizada Lyofast MT 036 LV e com os graos de Kefir.

=
o
1

8,86

7,27

log UFC/ml
] = =] w =9 w [=)] ~J [os] [Xs]
1

Lyofast Kefir

Figura7- Médias em log de determinacdes realizadas em
duplicatas para células viaveis de bactérias lacticas
apos a fermentacéo do soro de leite (7% p/v) com a
cultura liofilizada Lyofast MT 036 LV e com os gréos de
Kefir.

De acordo com a Figura 7, é possivel verificar que as bactérias
lacticas da cultura liofilizada tiveram um crescimento melhor no soro de leite do que
as bactérias lacticas presentes nos graos de Kefir, apresentando diferenca
significativa a nivel de 95% de confianga (p=0,05).

A Figura 8 mostra as médias em log de determinagdes realizadas
em duplicatas para os Lactococcus spp. apos a fermentagao do soro de leite com a

cultura liofilizada Lyofast MT 036 LV e com os gréos de Kefir.
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Figura8- Meédias em log de determinagdes realizadas em duplicatas
para as células viaveis de Lactococcus spp. apds a
fermentacdo do soro de leite (7% p/v) com a cultura
liofilizada Lyofast MT 036 LV e com os gréaos de Kefir.

De acordo com a Figura 8, é possivel verificar que para Lactococcus
spp. houve diferenga significativa a nivel de 95% de confianga (p=0,05) entre as
culturas utilizadas, sendo a Lyofast a que apresentou um maior crescimento do
Lactococcus spp.

A Figura 9 mostra as médias em log de determinagbes realizadas
em duplicatas para as leveduras apos a fermentacédo do soro de leite com a cultura
liofilizada Lyofast MT 036 LV e com os graos de Kefir.
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Figura9 - Médias em log de determinagdes realizadas em duplicatas para
as células viaveis de leveduras apés a fermentacéo do soro de
leite (7% p/v) com a cultura liofilizada Lyofast MT 036 LV e com
os graos de Kefir.

De acordo com a Figura 9, é possivel verificar que na fermentagao
do soro de leite, houve diferenca significativa a nivel de 95% de confianga (p=0,05)
entre as culturas utilizadas, sendo possivel verificar uma maior quantidade de
leveduras nos gréaos de Kefir do que na cultura liofilizada.

Estes resultados estdo de acordo com Bissoli (2005), onde é citado
que o Kefir apresenta uma contagem total variando em torno de 107 — 109 UFC/mi
quando fermentado em leite e de 106-108 UFC/ml quando fermentado em soro de
leite, devido a presengca de mais nutrientes no leite integral, necessarios ao
crescimento das bactérias e leveduras do Kefir. A fermentagao ocorre por acédo de
bactérias laticas, leveduras e bactérias produtoras de acido acético e isto provoca
uma diminuigdo do pH do meio. Os microrganismos utilizados na elaboragéo dos
ingredientes simbidticos ficam contidos nos gréos de Kefir, uma massa de diferentes
bactérias e leveduras embebida em uma matriz complexa de proteinas e
carboidratos, a qual é recuperada ao final do processo fermentativo (FARNWORTH,
MAINVILLE, 2003). A composi¢cao microbiologica e quimica do Kefir indica que ele é
um produto probidtico complexo (FARNWORTH, 2005).

A Tabela 2 apresenta os valores de pH para o soro de leite

fermentado com ambas culturas. Nela, € possivel observar que houve pouca
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variagdo de pH entre as duas fermentagbes, ndo sendo encontrada diferenca
significativa a nivel de 95% de confianga (p=0,05).

Tabela 2 - Média de determinagdes realizadas em duplicatas
para analise de pH do soro de leite fermentado
com a cultura liofilizada Lyofast MT 036 LV e com
os graos de Kefir.

Cultura Soro fermentado
Lyofast 417 £ 0,01
Kefir 423 +0,03

Por mais que nao tenha sido constatada diferencga estatistica, notou-
se um pH menor na fermentagdo com a cultura Lyofast, possivelmente devido ao
fato do maior crescimento de bactérias lacticas presentes na cultura liofilizada.

A figura 10 mostra os aspectos do soro fermentado com as culturas
de graos de Kefir (A) e Lyofast MT 036 LV (B) a 25°C por 24 horas.

Figura 10 - Soro de leite fermentado com as culturas de graos de
Kefir (A) e Lyofast MT 036 LV (B) ) a 25°C por 24
horas.
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5.2 ADICAO DO BAGACO DE LARANJA E SOBREVIVENCIA A SECAGEM

Apods o processo de fermentagéao, foi adicionado o bagacgo de laranja
ao soro fermentado, na proporc¢ao de 1:1, funcionando como fonte de fibras, aroma e
sabor, e auxiliando no processo de secagem.

A figura 11 apresenta o aspecto do bagago de laranja (subproduto),
apdés a esterilizacdo a 121°C por 15 minutos em autoclave, pronto para ser
misturado ao soro de leite fermentado com as culturas de graos de Kefir e Lyofast
MT 036 LV.

Figura 11 - Bagacgo de laranja esterilizado a 121°C por 15 minutos.

O bagaco de laranja proporciona alto valor de pectina, principal fibra
encontrada no mesmo. Esta, quando ingerida, encontra-se principalmente
depositada na parede celular das células intestinais, atuando como material de
ligacdo entre as células e as bactérias presentes no célon (MANDERSON et al.
2005). A pectina é considerada uma fibra com caracteristicas espessante,
estabilizante (BOBBIO E BOBBIO, 1995) e também prebidtica (FOOKS, FULLER,
GIBSON, 1999).
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A figura 12 relaciona o numero total de células viaveis de bactérias
lacticas em log recuperadas apds a secagem nos ingredientes simbidticos

fermentados com Kefir e cultura liofilizada.

[
=]
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Figura 12 - Médias em log de determinacdes realizadas em duplicatas
para células viaveis de bactérias lacticas pos fermentacao do
soro de leite e pos adicdo do bagaco de laranja e secagem.

De acordo com a figura 12, pode-se notar que houve uma
diminuicao de 0,79 ciclos log com a cultura Lyofast e um aumento de 1,56 ciclos log
de bactérias lacticas no soro fermentado com Kefir. Foi observada diferenca
estatistica a nivel de 95 % de confianga (p=0,05) entre as culturas. Sendo a cultura
de Kefir a que apresentou maior resisténcia ao processo de secagem.

A tabela 3 apresenta as concentragcbes de exopolissacarideos
encontradas depois dos processos de fermentagdo do soro de leite e adicao do

bagaco de laranja secagem.
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Tabela 3 - Médias de determinagdes realizadas em duplicatas da
concentracado de exopolissacarideos pos fermentacao do
soro de leite e p6s adicdo do bagaco de laranja e

. secagem.
Cultura Soro fermentado Pos Secagem
Lyofast 19,3 £ 0,1 mg/100g 20,2 + 0,1 mg/100g
Kefir 248 £+ 0,2 mg/100g 26,2 £+ 0,2 mg/100g

Nota-se pela tabela 3, que houve um aumento na produgao de
exopolissacarideos durante o processo de secagem. Estes atuam como protetores
das células bacterianas, como pode-se notar nas contagens de células viaveis de
bactérias acido lacticas e de Lactococcus spp depois do processo de secagem.

Alguns autores chegam a caracterizar os exopolissacarideos
secretados pelo Kefir, como substrato para microorganismos no intestino de
hospedeiros, 0 que condiciona a caracterizagdo dos exopolissacarideos funcionarem
como prebidticos (ASHWELL, 2001). Os exopolissacarideos também tém alto valor
para a tecnologia dos alimentos por aumentarem a textura e viscosidade de
produtos (BROADBENT et al., 2003). A produgdo de exopolissacarideos é
aumentada conforme a temperatura de fermentacéo se altera (ABRAHAM, 1999).
Frengova et al. (2002) identificaram que a presenca de leveduras aumenta em
quase duas vezes a producado do quefirano, exopolissacarideo produzido pelas
bactérias dos gréos Kefir. De acordo com os autores citados explicam-se os
resultados encontrados neste estudo, onde pode-se verificar que houve um aumento
na produgao de exopolissacarideos apds o0 processo de secagem, sendo a maior
quantidade encontrada na fermentagdo pela cultura dos grdos de Kefir, que
apresenta uma maior quantidade de leveduras.

A figura 13 apresenta a viabilidade em log de células de Lactococcus

spp. recuperadas apds a secagem.
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Figural1l3- Médias em log de determinagbes realizadas em
duplicatas para células viaveis de Lactococcus spp. pos
fermentagcéo do soro de leite e pdés adigdo do bagacgo de
laranja e secagem.

De acordo com a figura 13, € possivel notar diferenga significativa a
nivel de 95 % (p=0,05) na recuperacdo de ambas culturas. A cultura Lyofast
apresentou uma queda de 0,8 ciclos log quando comparada a cultura de Kefir
(queda de 0,15 ciclos log).

A figura 14 demonstra a viabilidade em log de células de leveduras

recuperadas apos a secagem.
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Figura1l4 - Meédias em log de determinagbes realizadas em
duplicatas de Leveduras pés fermentagao do soro de
leite e pds adicao do bagaco de laranja e secagem.

De acordo com a figura 14, verifica-se diferenca significativa a nivel
de 95 % de confiangca (p=0,05) entre as duas culturas apés a secagem, sendo
verificado um aumento de 0,79 ciclos log de células viaveis de leveduras na cultura
Lyofast e uma queda de 1,38 ciclos log de células viaveis nos graos de Kefir.

A tabela 4 mostra os valores de pH do bagaco in natura, do soro de

leite fermentado e dos ingredientes simbidticos.

Tabela 4 - Meédias de determinacdes realizadas em duplicata para o pH das
culturas fermentadas no soro de leite antes e apds a adicédo do
bagaco de laranja no processo de secagem.

Cultura Bagaco Soro Soro + Bagaco
de Laranja fermentado pos secagem
Lyofast 8,0+ 0,00 4,17 £ 0,01 4,99 + 0,01
Kefir 8,0 £0,00 4,23+0,03 5,07 £ 0,01

Segundo a tabela 4, constata-se um aumento no valor do pH apods a
secagem em ambas culturas. Este aumento é devido a adigdo do bagaco de laranja

que apresenta um pH de 8,0, relativamente alto em relagédo ao soro fermentado.
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A tabela 5 mostra o percentual de pectina do bagaco in natura e

apos sua adicao ao soro fermentado para o processo de secagem.

Tabela5- Percentual de pectina do bagago de laranja in natura e apés sua
adicdo ao soro fermentado com os graos de Kefir e com a cultura
Lyofast MT 036 LV para o processo de secagem.

Cultura Bagaco in natura Bagacgo + soro

pos secagem
Kefir 19,391 % 15,304 %
Lyofast 19,391 % 16,621 %

Observando a tabela 5, é possivel notar que houve um consumo da
pectina nas duas culturas, possivelmente devido a sua utilizacdo pelas bactérias
presentes, que a aproveitaram como substrato.

A utilizagdo da pectina por microorganismos, foi observado por
Sunvold et al. (1995), que observaram variagdes significativas na produgédo de
acidos graxos volateis, quando a pectina foi utilizada como substrato de fermentacéao
por diferentes indculos fecais (gato, cao, cavalo, humano e suino), sugerindo que as
populacdes microbianas das diversas espécies animais diferem n&o s6 em
composi¢cao, como também, apresentam peculiaridades quanto as rotas metabdlicas
para a fermentacdo de um mesmo substrato. Neste estudo, eles constataram que,
quando utilizada a pectina, os microorganismos fermentadores produziram
quantidades significativamente variaveis de acetato, propionato, butirato e lactato em
comparagao com a fermentacao realizada sem o uso da pectina.

A tabela 6 apresenta os valores de umidade do bagaco in natura, do
soro fermentado acrescido de bagaco de laranja e apds o processo de secagem

(ingredientes simbioticos).
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Tabela 6 - Médias de determinacgdes realizadas em duplicatas para o percentual
de umidade do bagacgo in natura, do soro de leite fermentado
acrescido de bagaco de laranja e do ingrediente simbidtico para as
diferentes culturas.

Cultura Bagaco in hatura Soro fermentado Pos Secagem
+ bagaco

Lyofast 69,74 £ 0,05 % 91,53+0,04 % 467 +0,01%

Kefir 69,73 £ 0,05 % 92,24 + 0,03 % 4,79 + 0,00 %

E possivel notar que o valor da umidade e da Aw dos ingredientes
simbidticos € baixo (aw = 0,411) que favorece a vida de prateleira dos ingredientes
simbidticos, pois a atividade de agua baixa funciona como uma barreira para o
aparecimento/contaminagao de bactérias patogénicas e deteriorantes.

A atividade de agua (aw) baseia-se na quantidade de agua livre, que
nao se encontra comprometida com as moléculas constituintes do produto e que
esta disponivel para as reagdes fisicas, quimicas e biolégicas (WELTI; VERGARA,
1997). No caso de um substrato que apresente baixa atividade de agua, ha
interrupgcdo do metabolismo dos microorganismos presentes, inibindo o seu
desenvolvimento e/ou reproducéo.

Segundo Bell e Labuza (1992), para muitos alimentos o crescimento
microbiano € prevenido com aw entre 0,6-0,7. Portanto para o caso dos ingredientes
simbidticos desenvolvidos neste estudo, que apresentaram um valor de aw = 0,411,
0 crescimento microbiano é praticamente nulo, evitando desta forma o processo de
contaminagao e/ou crescimento de patdgenos.

A figura 15 mostra os aspectos do ingrediente simbidtico desidratado

depois dos processos de fermentacéo do soro de leite e secagem.
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Figura 15 - Ingrediente simbidtico desidratado fermentado com graos de Kefir
(A) e com a cultura Lyofast MT 036 LV (B).

De acordo com a figura 15, é possivel observar que os ingredientes
simbidticos apresentaram aparéncia similar. Apdés a moagem, os ingredientes
simbidticos ainda apresentaram algum aspecto granular, principalmente devido ao
fato da pectina ser muito higroscopica, o que favorece a aglomeragdo dos graos
(EASTWOOD, 1992).

5.3 ARMAZENAMENTO

A viabilidade de células de bactérias lacticas, Lactococcus spp. e
leveduras do ingrediente simbidtico foi verificada durante 3 meses de
armazenamento e os resultados expressados abaixo.

A figura 16 demonstra a sobrevivéncia de bactérias lacticas durante

3 meses de armazenamento do ingrediente simbidtico.
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Figura 16 - Média de duas determinacées em log para a viabilidade
de bactérias lacticas durante 3 meses de armazenamento
do ingrediente simbiotico fermentado com Kefir e cultura
Lyofast MT 036 LV.

De acordo com a figura 16, verifica-se que desde o inicio do
processo fermentativo, as bactérias lacticas da cultura Lyofast tiveram uma
diminuicao de 1,79 ciclos log, alcancando ao final do periodo de armazenamento
7,07 ciclos log. Ja as bactérias lacticas da cultura de Kefir apresentaram uma
sobrevivéncia maior, porém sem diferenca estatistica a nivel de 95 % de confianca
(p=0,05), tendo uma diminuigdo de apenas 0,05 ciclos log, atingindo no final do
armazenamento 7,22 ciclos log.

A figura 17 mostra a sobrevivéncia de Lactococcus spp. durante 3

meses de armazenamento do ingrediente simbidtico.
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Figura 17 - Média de duas determinagdes em log para a viabilidade
de Lactococcus spp. durante 3 meses de armazenamento
do ingrediente simbidtico fermentado com Kefir e cultura
Lyofast MT 036 LV.

Na figura 17, observa-se que desde o inicio do
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processo

fermentativo, os Lactococcus spp. da cultura Lyofast tiveram uma diminuigéo de 1,12

ciclos log, alcangando ao final do periodo de armazenamento 7,8 ciclos log. Ja os

Lactococcus spp. da cultura de Kefir apresentaram uma sobrevivéncia menor, porém

sem diferenca estatistica a nivel de 95 % de confianga (p=0,05), tendo uma

diminuic&o de 0,79 ciclos log, atingindo no final do armazenamento 7,62 ciclos log.

A figura 18 representa a viabilidade das leveduras durante 3 meses

de armazenamento dos ingredientes simbidticos.



57

log UFC/mlou g
ORNWRUOINWWODO

—&— Lyofast
T T T T 1 il Kefir
abo & Q&o (.\\,o ({\-0
<2 o @ 2 (=)
& & & & &
& ) (_)‘3 QS\ e"(‘ Q;(\
& ° v 2v s
<
o’ & & &
v v
Q re:') é’ Q:S
2, o
,\/6‘ 6‘@ @z
W ]

Figura 18 - Média de duas determinagdes em log para a viabilidade
de leveduras durante 3 meses de armazenamento do
ingrediente simbidtico fermentado com Kefir e cultura
Lyofast MT 036 LV.

Segundo a figura 18, as leveduras da cultura Lyofast tiveram uma
diminuicao de 0,35 ciclos log, alcangando ao final do periodo de armazenamento
5,53 ciclos log. Ja as leveduras da cultura de Kefir apresentaram uma sobrevivéncia
menor, com diferencga estatistica a nivel de 95 % de confianga (p=0,05), tendo uma
diminuic&o de 1,07 ciclos log, atingindo no final do armazenamento 7,53 ciclos log.

A tabela 7 mostra os valores de exopolissacarideos encontrados nos
ingredientes simbidticos fermentado com Kefir e Lyofast MT 036 LV ao longo do

tempo de armazenamento.

Tabela 7 - Médias de determinacdes realizadas em duplicatas da concentracao de
exopolissacarideos po6s fermentacdo do soro de leite, pés adicdo do
bagaco de laranja e secagem e durante 3 meses de armazenamento do
ingrediente simbidtico.

2 meses

Cultura Soro Pos 1 més 3 meses
fermentado Secagem

Lyofast 21,3 mg/100g 22,7 mg/100g 22,5mg/100g 22,6 mg/100g 20,9 mg/100g

Kefir 24 8 mg/ 100g 26,2 mg/100g 259 mg/100g 25,7 mg/100g 23,4mg/100g
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Na tabela 7, pode-se notar que houve um consumo do
exopolissacarideo produzido pos fermentacdo e secagem durante o processo de
armazenamento. Conforme citado anteriormente, os exopolissacarideos secretados
pelos mesmos presentes no Kefir podem agir como substrato para os

microorganismos, atuando neste caso como prebioticos (ASHWELL, 2001).

5.4 CONTAGEM DE BACTERIAS LACTICAS, Lactococcus spp., LEVEDURAS E ANALISES
MICROBIOLOGICAS

5.4.1 Contagem de Bactérias Lacticas, Lactococcus spp. e Leveduras na Barra de

Cereais

Segundo a legislagéo vigente Anvisa (ANVISA, 2007), para que um
produto contendo microorganismos probidticos possa utilizar a alegagédo de que
“contribui para o equilibrio da flora intestinal”’, este deve conter de 10s8-109 UFC na
porcao diaria do produto.

ApoOs a adigdo dos ingredientes simbidticos desidratados obtidos no
trabalho as barras de cereais correspondente as amostras (Lyofast — amostra 1 e
Kefir — amostra 2), foram realizadas as contagens de células viaveis de bactérias
lacticas, Lactococcus spp. e leveduras de modo a garantir que a barra de cereais
apresentasse a quantidade necessaria de probiéticos na porcdo fornecida aos
consumidores (109g).

A tabela 8 representa os resultados obtidos para as analises em

questao.
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Tabela8 - Analise de bactérias lacticas, Lactococcus spp. e leveduras
presente na porcdo de barra de cereais (10g) fornecida aos
consumidores.

Microorganismos Lyofast (amostra 1) Kefir (amostra 2)

Bactérias Lacticas 3,6 x 10" UFC/g 7,2 x 10" UFC/g

Lactococcus spp. 5,4 x 10" UFC/g 6,42 x 10" UFC/g
Leveduras 1,7x 10" UFC/g 2,3 x 10° UFC/g

Segundo a tabela 8 pode-se comprovar que o consumo de 10 g da
barra de cereais seria o ideal para corresponder a necessidade diaria de

microorganismos probiodticos segundo a legislacéo vigente.

5.4.2 Analise Microbiolégica para Microorganismos Indicadores e Patogénicos na

Barra de Cereais

Para garantir a qualidade e seguranga da barra de cereais utilizada
na analise sensorial (amostras 1, 2 e 3), foi realizada a analise microbioldgica de
microorganismos patogénicos e indicadores de condigbes higiénico-sanitarias,
segundo a resolugdo — RDC n°12, de 2 de janeiro de 2001 (ANVISA).

A tabela 9 representa os resultados obtidos para as analises em

questao.

Tabela 9 - Anadlise de microorganismos patogénicos e indicadores e respectivos
padrées microbiolégicos na barra de cereais exigidos pela legislagdo vigente para
“Leite de bovinos e de outros mamiferos e derivados em p6”

Microorganismos Lyofast Kefir Padrao Limites
Amostra 1 Amostra 2 Amostra3 segundo RDC
n°12
Coliformes a 45°C - - - 4 NMP
Staphylococcus <1,0x 10’ <1,0x10"  <1,0x10' 1,0 x 102
aureus UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g

Salmonelia spp. Ausente Ausente Ausente Ausente
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De acordo com a tabela 9, verifica-se que o0s ingredientes
simbidticos fermentados com ambas culturas apresentaram conformidade segundo a
legislacdo vigente para o consumo humano, ndo havendo nenhum tipo de

contaminacgao pelos manipuladores ou oriundo da matéria prima.

5.5 ANALISE SENSORIAL

As amostras foram analisadas por 89 consumidores nao treinados,
utilizando-se o questionario de escala hedbnica de nove pontos.

O resultado de aceitagao, conforme mostra a Tabela 10, mostrou
que as médias de aceitacdo das 3 amostras situaram-se proximas a categoria

“gostei ligeiramente/gostei” da escala hedbdnica 52

Tabela 10 - Meédias de aceitagao do teste de escala hedbnica para
as amostras 1, 2 e 3.

Amostra Médias de aceitacao*
Lyofast (Amostra 1) 6,9°
Kefir (Amostra 2) 6,737
Padrao (Amostra 3) 6,97°

* Médias acompanhadas de letras iguais néo diferem entre si p = 0,05.

A tabela 10 mostra que os ingredientes simbioticos obtiveram uma
nota muito parecida com a amostra feita com a formulacdo padrdo sem a adi¢cao dos
ingredientes simbidticos, sem diferenga estatistica a nivel de 95 % de confianga
(p=0,05). Todas as amostras testadas apresentaram nota de aceitacdo acima da
média.

As respostas individuais do homem, no gostar ou ndo de um
alimento, e os fatores que influenciam essa preferéncia sdo extremamente variados.

Os habitos alimentares sao também vistos como respostas do comportamento
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cultural existente, porém esses aos poucos podem ser mudados (RORATO et al.,
2006).

O sabor, um fator importante na escolha e aceitacdo de alimentos, &
uma resposta integrada principalmente a sensac¢ao do gosto e do aroma. O gosto é
atribuido aos compostos nao volateis nos alimentos, tais como, acucares, sais,
cafeina e acidos. O aroma € bem mais complexo e é devido a dezenas e centenas
de substancias volateis, representantes de varias classes quimicas. Para cada
pessoa tem-se uma avaliagao diferente, € desta forma que se analisa a média das
notas (AMERINE et al., 1965).

Segundo a Cocamar (2008), além do suco, a laranja oferece o 6leo
essencial d-limoneno, rico composto aromatico que carrega consigo 0 aroma € 0
sabor da fruta. Encontrado na casca da fruta, ele preserva a cor alaranjada da
mesma e o aroma da fruta. Este composto confere sabor e aroma aos produtos da
industria alimenticia, cosmética, farmacéutica, servindo também como base para a
elaboragao de outros aromas.

Segundo os provadores das amostras 1 e 2, ambas apresentavam
aroma e sabor acentuado de laranja, agradavel de acordo com a maioria. Entretanto,
alguns consumidores notaram um forte sabor residual amargo. Estes resultados séo
semelhantes aos encontrados no trabalho de Della Torre et al. (2003), onde foi
analisada a aparéncia, aroma e sabor de amostras de suco de laranja natural
processado em nove diferentes condicdes de temperatura de pasteurizagdao. Neste

estudo, verificou-se a presenca do sabor amargo por alguns provadores.
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6 CONCLUSOES

O soro de leite foi favoravel como meio de cultivo para as bactérias
lacticas e Lactococcus spp. de ambas culturas. No entanto, para as leveduras da
cultura Lyofast MT 036 LV o soro de leite ndo permitiu igual desenvolvimento para
as leveduras presentes nos graos de Kefir.

Apoés a adi¢do do bagago de laranja ao soro fermentado e posterior
secagem, nao foi observada alteragdo na viabilidade celular de nenhum dos
microorganismos presentes nas culturas, sendo verificado um aumento das
bactérias lacticas do Kefir e também das leveduras da cultura Lyofast MT 036 LV.

Durante o armazenamento, ambas culturas mostraram-se
promissoras para o desenvolvimento dos ingredientes simbiéticos, mantendo viaveis
as bactérias lacticas e Lactococcus spp. das culturas segundo os parametros
exigidos pela legislagdo brasileira por 3 meses em temperatura ambiente.

Foi verificado que apds o processo de secagem houve um aumento
na concentracdo de exopolissacarideos, os quais tiveram uma queda durante o
armazenamento de 3 meses, provavelmente pelo proprio consumo dos
microorganismos, que os utilizaram como substrato.

De acordo com os resultados pode-se notar, que o bagago de
laranja, por apresentar grande quantidade de fibras sendo a pectina a mais
abundante, apresentou um papel importante na manutencdo das células viaveis
apos o processo de secagem e posterior armazenamento.

Os simbidticos desenvolvidos aderidos a barra de cereais e a
formulacao padrao apresentaram diferengas sensoriais significativas, porém médias
de aceitagado muito semelhantes, todas com elevado indice de aceitacao.

Conclui-se que os ingredientes simbidticos desenvolvidos no
presente trabalho podem ser uma alternativa economicamente viavel para a
utilizacdo dos subprodutos testados e para a diversificacdo de produtos com

propriedades funcionais.
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