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RESUMO

A adicdo de fibras em produtos fermentados, além de exercer efeitos
benéficos ao nosso organismo, pode alterar as caracteristicas fisicas, quimicas,
microbiolégicas e a estabilidade do produto armazenado. O objetivo deste trabalho
foi otimizar a formulacdo de produtos fermentados de soja com cultura de kefir e
adicao de fibras de soja, aveia e trigo, bem como caracterizar o produto otimizado e
avaliar a sua estabilidade por 28 dias a 4°C. Para otimizacado foi aplicado o
planejamento de misturas simplex-centréide e avaliada as fung¢des respostas de
acidez, viscosidade, sinerese, firmeza e contagem de Lactococcus lactis. O produto
otimizado foi caracterizado quanto a composi¢cao quimica, cor, aceitacdo sensorial e
estabilidade por meio de medidas de pH, acidez, viscosidade, firmeza, sinerese e
contagens dos micro-organismos da cultura de kefir. A partir dos modelos
matematicos, superficie de resposta e desejabilidade foi obtido um produto
fermentado 6timo e formulado com 3% de fibra de soja. Este produto apresentou
composi¢ao quimica e cor distintas em relagao ao produto fermentado sem adigao
de fibras. Os atributos de cor, aroma, textura, sabor e aceitacao global apresentaram
maior aceitacdo para o produto fermentado sem adicdo de fibras. A firmeza e
sinerese foram adequadas no produto armazenado por 28 dias a 4°C, porém com
aumento da viscosidade. O crescimento das bactérias lacticas foi favorecido e, pela
contagem de Lactococcus lactis, este produto fermentado com adicdo de 3% de
fibras de soja pode ser considerado um probibtico.

Palavras-chave: Fibras. Kefir. Produto de soja fermentado. Otimizacdo de
formulacédo. Armazenamento. Probidtico.



BAU, T.R. Development, characterization and stability of fermented soy product
with culture kefir and fiber. 2012. 126 p. Dissertation (Master’s Degree in Food
Science) — Londrina State University. Londrina, 2012.

ABSTRACT

The fiber addition in fermented products, have beneficial effectsto our human
organism and , can change the physical, chemical, microbiological and stability of the
stored product. The objective of this study was to optimize the formulation of soy
fermented products with kefir and addition of soy, oats and wheat fibers, as well as to
characterize the optimized product and assess its stability for 28 days at 4°C. Was
applied to optimize the simplex-centroid mixtures design and assessed the response
functions of acidity, viscosity, syneresis, firmness and count of Lactococcus lactis.
The product was characterized and optimized chemical composition, color, sensory
acceptance and stability through measures pH, acidity, viscosity, firmness, syneresis
and count of kefir micro-organisms. From the mathematical models, response
surface and desirability of a fermented product obtained was great and made with 3%
soy fiber. This product presented chemical composition and color distinct in relation
to the fermented product without fiber addition. The color, aroma, texture, flavor and
overall acceptability attributes showed higher acceptance for the product fermented
without added fibers. The firmness and syneresis were adequate in the product
stored for 28 days at 4°C, but with increase in viscosity. The growth of lactic bacteria
was favored and, by count the Lactococcus lactis, this fermented product with 3% of
soy fibers can be considered a probiotic.

Keywords: Fibers. Kefir culture. Soy fermented product. Formulation optimization.
Storage. Probiotic.



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

ARTIGO A:

Figura 1 -
Figura 2 -

Figura 3 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Planejamento experimental de misturas do tipo simplex-centréide....... 36
Obtencéo do extrato hidrossolUvel de SOja .......cccoeveevieiiiieiiieiiieieeeeeeans 42
Desenvolvimento dos produtos fermentados de Soja...............evvveeeeeeee. 43

OTIMIZACAO DA FORMULACAO DE PRODUTOS FERMENTADOS DE SOJA COM
KEFIR E FIBRAS APLICANDO O PLANEJAMENTO DE MISTURAS
SIMPLEX-CENTROIDE ....uuiititiieeeeetiaeeeetiia e e eeetanaeeeesa s e e e eata s e e e eesa s e aeennaneas 71
Planejamento experimental de misturas do tipo simplex-centroide........ 87
Superficie de resposta para yi=acidez (g de &cido lactico.100g™* de
amostra) (a), y2=viscosidade (centipoise) (b), y3=sinerese (mL de
exsudato.100g™) (c), ys=firmeza (N) (d) e ys=contagem de
Lactococcus lactis (log UFC.g™) (e) para misturas contendo fibra

de soja, fibra de aveia € trigo ......cooeeeevviiiiiiiic e 88
Proporcdes 6timas para a acidez (yi), viscosidade (y.), sinerese
(ys),firmeza (y4), e contagem de Lactococcus lactis (y5) utilizando

0 parametro dedesejabilidade ..........ccccvviiiiiiiii e, 89



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Micro-organismos com propriedades probidticas ...........ccccevvvvvvvnnnnnnn. 32
Tabela 2 - Ingredientes para formulacao dos produtos fermentados de soja......... 42
Tabela 3 - Planejamento experimental simplex-centréide para

desenvolvimento de produtos fermentados de soja com cultura

de kefir contendo diferentes fontes de fibras ........cooooveeoieiiiiiiiiiiinenn. 44

ARTIGO A: OTIMIZACAO DA FORMULACAO DE PRODUTOS FERMENTADOS DE SOJA

COM KEFIR E FIBRAS APLICANDO O PLANEJAMENTO DE MISTURAS

SIMPLEX-CENTROIDE ... titittieeeeettaeeeeetiaeeeeesiaeeeeesi s e e eessn s e eeessn s e eeennnnaaeeees 71
Tabela 1 - Composi¢do quimica das fibras de soja, aveia e trigo ..........ccceeveveennnns 85
Tabela 2 - Caracteristicas funcionais das fibras de soja, aveia e trigo ................. 85
Tabela 3 - Parametros de cor das fibras de soja, aveia € trigo ...........ccceevvvvvvnnnnnnn. 85

Tabela 4 - Planejamento experimental simplex-centrdide e respectivas
respostas para acidez, viscosidade, sinerese, firmeza e
contagem de LactoCOCCUS laCtiS .....oviviuiiiiiiii i 86

Tabela 5 - Coeficientes de regressao e analise de variancia dos modelos

matematicos ajustados as variaveis resposta..........cccceevvvvvvviiieeeeeeennn, 86

ARTIGO B: CARACTERIZAGAO E ESTABILIDADE DE PRODUTO DE SOJA FERMENTADO

COM KEFIR E FIBRA DE SOJA ...oiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e e e e e ssiiteeeee e e e e e e s sninaneeeeeeens 90
Tabela 1 - Composicado quimica dos produtos fermentados de soja com kefir

e adicdo de 3% de fibra de SOja............uuuvuiiiiiiiiiiiiiiiiii 104
Tabela 2 - Parametros de cor e andlise sensorial dos produtos fermentados

de S0ja COM KETIF ...ueeii e 104
Tabela 3 - Valores de pH e acidez dos produtos fermentados de soja com

kefir durante o armazenamento @ 4°C........oooviuiiiiiiene e 105
Tabela 4 - Valores de viscosidade, firmeza e sinerese dos produtos

fermentados de soja com kefir durante o armazenamento a 4°C ......... 106
Tabela 5 - Contagens de bactérias lacticas, Lactococcus lactis,

Leuconostoc sp e leveduras dos produtos fermentados de soja

com kefir durante o0 armazenamento @ 4°C ... 107



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ... .ottt ettt te et s s te et e e steeneesteaneas 13
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA.....cocutitiiiiiiiitetstsestes s 15
2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA SOUJA .....outiiiiiiaaaiaaaiiiiieieeee e e e e e s aisnrreeee e e e e e s 15
2.2 COMPOSTOS BIOATIVOS DA SOUJA ...t 17
2.3 BEANY FLAVOR E FATORES ANTINUTRICIONAIS ... 18
2.4 EXTRATO HIDROSSOLUVEL DE SOUJA.....cciiiiieiieeeeee e 20
2.5 OKARA .o 21
2.6 ALIMENTOS FUNCIONAIS ...ttt 21
2.7 FIBRA ALIMENTAR ...ttt et e e e e e ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e s e nnnnnneeeeas 22
P T 1 o] = W [>T Yo - 24
2.7.2FDrade AVEIA ..ocooooiieeeeeee 24
2.7.3 FIDra de TrigO .oooiiiiiiiiiiiie et 25
2.7.4 Componentes da Fibra de Soja, Aveia € Trg0......cccooeevviieiiiiiiiiiieee e, 25
2.7.5 Propriedades Tecnoldgicas das Fibras em Produtos Fermentados................ 26
2.8 PREBIOTICOS ... 28
2.9 PROBIOTICOS ..ottt ettt 29
2.0, L KBTIl 31
2.9.1.1 LACtOCOCCUS lACHIS  oiiiiiiiiiiiiii e 33
2,10 SIMBIOTICOS ..ot e e e e e e 34
2.11 PLANEJAMENTO DE MISTURAS SIMPLEX-CENTROIDE ........iiieiiiiiee s 34
2.11.1 Otimizacdo Multi-resposta ou Desejabilidade...............ccccoveeeieiiiiiiiiiiineenen. 36
S OBUIETIVOS . ettt et 38
3.1 OBJIETIVO GERAL ...ttt 38

3.2 OBIETIVOS ESPECIFEICOS ..ot 38



4 MATERIAL E METODOS ...ttt 39

4.1 MATERIA-PRIMA E INGREDIENTES ...cciiiiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt ettt ettt ettt 39
4.2 CARACTERIZAGAO DAS FIBRAS DE SOJA, AVEIAE TRIGO .....cccuuneeiiieeiieeeeieeeeveeeenans 39
4.2.1 COMPOSIGAO QUIIMICA ....uttteiiiieeeeei ittt et e e e e e e r e e e e e e e e e aennenees 39
4.2.2 Determinacao das Propriedades FUNCIONAIS...........cccovvvvuiiiiiieeeeeeeeee e 39
4.2.2.1 Capacidade de adSOrGao de AQUA............cuuvuiiieeeeeeieiiiiiiie e 40
4.2.2.2 Capacidade de absorcao de Agua...........ccuvvviiiieeeiieieeiiiiiiee e 40
4.2.2.3 Capacidade de absorcao de Ol€0..........coeevuveiiiiiiiiiieeee e 40
4.2.2.4 Volume de INtUMESCIMENTO ......uiiiiiiiiiieeieie e e e e e eaaans 40
4.2.2.5 DetermiNagGao A8 COM .....ccoeeeiieeeeeeeee e 41
4.3 DESENVOLVIMENTO DOS PRODUTOS FERMENTADOS ......ceiiuvieeiniiieaniieessineessnneeesenes 41
4.3.1 Prepar0 dO INOCUIO ........ii e e e 41
4.3.2 obtencédo do Extrato Hidrossoluvel de Soja .......ccccoeevvviviiiiiiiiiieeeeeeeeee 41
4.3.3 Formulag&o dos Produtos Fermentados de Soja ........cccccevvviiiiiiiiiiiiiiinnnnnnn, 42
4.3.4 Desenvolvimento dos Produtos Fermentados de Soja ........cooeveveveviviinnnnnnn. 43

4.4 EFEITO DA ADIGAO DE FIBRAS DE SOJA, AVEIA E TRIGO NAS CARACTERISTICAS DO

PRODUTO DE SOJA FERMENTADO COM KEFIR .....uvviiiiiiieiiiiessiiieessiiee e esniiee e 44
4.4.1 Procedimentos ANAIILICOS .......cccuuiiiiiiiieeeee e 45
AN ACIHEZ.....eeeeeeeeeeee et 45
4.4.1.2 VISCOSIAAUE ...ooeiiiiiiee ettt e e e 45
4413 FIMMEZA .cooiiiiiiiiiie e 46
4414 SINEIESE ... 46
4.4.1.5 Contagem de LACLtOCOCCUS SPP «.ureeeerreeeiririiiaeaeeeeeeeertinnnaeeeeeeeeeesssnnnaaeeaans 46
4.4.5 COMPOSIGAO QUIMCA ...uvvveeieeeeeeee ittt e e e e e s ettt e e e e e e e e aibb e e e e e e e e e s aanneeees 46
4.4.6 Analise das Condi¢des HIgIi€niCO-Sanitarias ...........cccccvvvvvviiiieieeeeeeeeiiieenn. 47
4.4.7 ANAIISE SENSOMAL.......ciiiiiiieiii e 47

4.5 AVALIACAO DA ESTABILIDADE NO ARMAZENAMENTO DOS PRODUTOS FERMENTADO

DE SOUJA COM KEFIR .. vienieie ettt ettt et e e et et e et e e et e e e e e e e e re e e reens 48

4.5.1 Determinacdes Fisicas € QUIMICAS .........cooiiiiiuimiiiiiiieeeaiiiiiiiiee e 48



4.5.2 Determinagdo da Viabilidade Celular das Culturas de Kefir nos
Produtos FErmMeNntados .........coovvieiiiiiiiiiee e e e e
4.6 ANALISE ESTATISTICA ....iiiiiiiiieee e ettt ettt e e e e e e e e e s

REFERENCIAS ..

5 RESULTADOS E DISCUSSAO ..ottt

5.1 ARTIGO A: OTIMIZACAO DA FORMULACAO DE PRODUTOS FERMENTADOS DE
SoJA coM KEFIR E FIBRAS APLICANDO O PLANEJAMENTO DE MISTURAS

SIMPLEX-CENTROIDE ...ttutnititttststttataseensa e eass e sass e tnes e tssreseassrerensnrerenererenens

5.2 ARTIGO B: CARACTERIZAGAO E ESTABILIDADE DE PRODUTO DE SOJA

FERMENTADO COM KEFIR E FIBRA DE SOUJA ....itiiiiiiiiiti et eane e eas
B CONCLUSOES . ... e ettt 108
ANEXOS ..o 109
ANEXO 1- Termo de Aprovacgéo do Projeto no Comité de Etica ..........c..coeevevnenn 110
ANEXO 2- Coleta de dados dO provador .............ceeeiveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 111
ANEXO 3- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido..........cccoeevvvveivivieeinnnnnn. 112
ANEXO 4- Ficha para Avaliacdo Sensorial: Teste de Aceitacao ...........ccccceeeeeennn.. 114

ANEXO 5- Resumos apresentados €m CONGIreSS0S. ......ccuvvvrurriiiiiieeerieeeiniiinneeeeens 115



13
1 INTRODUCAO

O termo “alimentos funcionais” foi inicialmente definido no Japao, em meados
da década de 80, como alimentos semelhantes em aparéncia aos alimentos
convencionais, usados como parte de uma dieta normal, demonstrando beneficios
fisiolégicos e/ou reduzindo o risco de doencas crénicas. O consumo regular de
alimentos funcionais pode reduzir as chances de ocorréncia de certos tipos de
cancer, doencas do coracdo, osteoporose, problemas intestinais e muitos outros
problemas de satde (BRANDAO, 2002; LAJOLO, 2005).

O mercado dos produtos saudaveis vem aumentando ao longo dos anos,
sendo desenvolvidos novos ingredientes e produtos com apelo de reduzir problemas
de saude e proporcionar uma vida mais saudavel (MOIRA, 2003).

A soja e seus derivados contém componentes que sado benéficos a saude
humana e com grande potencial de aplicagdo na industria alimenticia. O extrato
hidrossolluvel de soja tem qualidades que permitem seleciona-lo como alternativa
para obter bebidas fermentadas com probiético. Pela sua semelhanca com o leite
animal na composigdo e no comportamento fisico-quimico, é visto como uma
alternativa de consumo para individuos que apresentam alergias e/ou disturbios
alimentares pela ingestdo de leite, dada a presenca de lactose e colesterol. Além
disso, contém os oligossacarideos rafinose e estaquiose, que sdo considerados
como prebibticos por estimular o crescimento de probidticos (HOU,YU e CHOU,
2000; RIVERA-ESPINOZA e GALLARDO-NAVARRO, 2010).

O extrato hidrossoluvel de soja tem sido usado como meio de cultura para o
crescimento de bactérias acido-lacticas e desenvolvimento de produtos fermentados.
A fermentacao lactica, pela producdo de acido lactico, acetaldeidos e diacetil,
confere caracteristicas sensoriais agradaveis que melhoram o sabor e a
aceitabilidade do extrato de soja, além de reduzir os oligossacarideos de baixa
digestibilidade pelo humano (MORAIS e SILVA, 1996; KAMALY, 1997; HOU,YU e
CHOU, 2000).

Os prebidticos e os probidticos sdo aditivos alimentares que compdem os
alimentos funcionais (ZIEMER e GIBSON, 1998). Os probiéticos sao micro-
organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, afetam
positivamente a saude (FAO/WHO, 2001). Os prebidticos sao componentes
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alimentares nao viaveis que conferem beneficios a saude humana, associados a

modulacao de sua microbiota (FAO/ AGNS, 2007).

As fibras sdo componentes nao hidrolisados pelas enzimas enddgenas do
trato digestivo humano (BRASIL, 2003a), sendo adicionadas aos produtos com o
apelo de reduzir problemas de saude, uma vez que estdo associadas a reducao do
tempo de transito intestinal e diminuicdo de glicemia (SGARBIERI e PACHECO,
1999). Nos alimentos, a adicdo de fibras pode alterar as caracteristicas dos
produtos, como a textura, viscosidade, cor, sabor e aroma (IZYDORCZYK et al.,
2008).

Diante dos efeitos potenciais e funcionais da soja, probibticos e fibras e da
crescente exigéncia do consumidor por alimentos benéficos a saude, este estudo
tem como objetivo otimizar a formulacéo, caracterizar e avaliar a estabilidade de um

produto de soja fermentado com cultura de kefir e fibras de soja, aveia e trigo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA SOJA

A soja é uma cultura nativa do norte e leste da Asia, onde foi domesticada ha
mais de cinco mil anos e ha séculos tem sido consumida como uma importante parte
da dieta (LIU et al., 2008; MALHOTRA e COUPLAND, 2004). Amplamente utilizada
no oriente, a planta foi introduzida na Europa apenas em 1712, onde seu cultivo foi
sempre limitado. A soja foi introduzida na América no final do século XVIII, porém o
seu cultivo em larga escala comegou apenas por volta de 1920, nos Estados Unidos
(LIU, 1997). No Brasil, o grande impulso na producdo s6 ocorreu na década de 60
no Rio Grande do Sul, com o cultivo da soja em sucessao ao trigo (NETO, 2004).

A soja é mundialmente cultivada devido aos seus beneficios nutricionais
(CHEN et al., 2010). Na safra de 2010/2011 a producao global foi de 263,7 milhdes
de toneladas. Os Estados Unidos sdo os maiores produtores, com 90,6 milhdes de
toneladas, seguidos do Brasil com 75,3 milhdes (EMBRAPA, 2011). Segundo as
previsbes do Ministério da Agricultura para o agronegécio, as estimativas de
producéo brasileira para soja grao em 2020/2021 sao de 86,5 milhdes de toneladas
(BRASIL, 2011).

O grao de soja é recoberto externamente pela casca, que representa cerca de
8% do peso do grao, contém 86% de carboidratos insoluveis e tem coloracao que
varia entre tons de amarelo, verde, marrom e preto. Apesar de ser subproduto da
producéo de éleo e concentrados protéicos, a casca tem valor como fibra alimentar e
também como fonte de ferro na alimentagcdo humana (LIU, 1997).

Em média, a soja € constituida de 40% de proteina, 35% de carboidratos,
20% de lipidios e 5% de cinzas (LIU, 1997). A composi¢cao quimica €& variavel, pois
depende de fatores como o cultivar, a época de plantio, a localizacéo e outros (LIU,
1997; POYSA e WOODROW, 2002).

A soja representa uma fonte protéica vegetal importante devido as
propriedades funcionais e elevado valor nutritivo (LIU et al., 2007; MUJOO, TRINH e
NG, 2003; RIBLETT et al., 2001), sendo rica em aminoacidos como leucina e lisina
(CARRAO-PANIZZI, 2000), mas limitada em aminodacidos contendo enxofre como
metionina, cisteina e cistina (CARRAO-PANIZZI, 2000; SNYDER e KWON, 1987). O
PDCAAS (Protein Digestibility Corrected Amino Acid Score) € um método utilizado
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pela Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) e pelo FDA (Food and Drug

Administration) para estudar o valor biolégico de proteinas e faz a correcdo da
digestibilidade protéica levando-se em conta o escore de aminoacidos. Assim, o
PDCAAS da proteina concentrada de soja € de 0,99 e indica que a soja supre a
necessidade de aminoacidos, inclusive os sulfurados, desde que ingerida em
quantidade adequada (FDA, 1991; MESSINA, 1999).

As principais fracoes protéicas da soja sdo as 2S, 7S, 11S e 15S conforme os
coeficientes de sedimentacdo. A fracao 2S representa 15% do total e € composta
por proteinas biologicamente ativas, inibidores de tripsina e globulinas. A fragdo 7S
represenra 34% e ¢é composta pelas enzimas B-amilase e lipoxigenase,
hemaglutinina, citocromo C e pela globulina conhecida como B-conglicinina. A
fracdo 11S é representada principalmente por glicinina, totalizando cerca de 41,9%.
A glicinina (11S) e B-conglicinina (7S) s@o as duas principais proteinas de reserva da
soja e representam 70% do total (LIU et al., 2007; MUJOO, TRINH e NG, 2003;
RIBLETT et al., 2001). A fracdo 15S representa 9,1% do total e € um dimero da
glicinina (11S) ou pode ser formada pela associagdo da glicinina em estruturas
poliméricas (ACHOURI et al., 2010; TAY, XU e PERERA, 2005; WOLF e NELSEN,
1996).

O produto derivado de soja mais consumido e de maior valor comercial é o
6leo de soja (MALHOTRA e COUPLAND, 2004). Os lipidios da soja contém 15% de
acidos graxos saturados e 85% de insaturados e, em virtude do melhoramento
genético, a quantidade de acido palmitico pode variar de 8 a 17%, ja4 o acido
estearico de 3 a 30%, o &cido oléico de 20 a 50%, o &cido linoléico de 35 a 60% e o
linolénico de 2 a 15% (LIU, 1997).

Os graos maduros de soja apresentam 10% de carboidratos sollveis
(GOLBITZ e JORDAN, 2006), incluindo os oligossacarideos sacarose (4-5%),
rafinose (1-2%), estaquiose (3,5-4,5%) e a verbascose em quantidade menor, além
de tracos dos monossacarideos glicose e arabinose (LIU, 1997; PRASHANTH e
MULIMANI, 2005). Os carboidratos insoluveis incluem a celulose e hemicelulose,
encontrados principalmente na parede celular e nos materiais intersticiais (LIU,
1997).

Ainda, a soja é rica em minerais como potassio, fésforo, magnésio, enxofre,
célcio e sédio, que compreendem de 0,2 a 2,1% da composicao do grao. Também é

fonte de vitaminas hidrossoliveis, como a tiamina, riboflavina, niacina, acido
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pantoténico, biotina e acido félico e, vitaminas lipossoluveis, como a vitamina A (-

caroteno) e E (tocoferol) (GOLBITZ e JORDAN, 2006; LIU, 1997; MORAIS e SILVA,
2000).

2.2 COMPOSTOS BIOATIVOS DA SOJA

A soja contém uma elevada quantidade de componentes benéficos a saude,
como proteinas, isoflavonas, fibras, acidos graxos essenciais e oligossacarideos
(LIU, 1997; MATSUMOTO, WATANABE e YOKOYAMA, 2007; REN et al., 2006;
ROSTAGNO, PALMA e BARROSO, 2005).

Diversos estudos realizados comprovaram a eficiéncia das proteinas da soja
em diminuir o colesterol plasmatico e com isso reduzir o risco de doencgas do
coracdo (ANDERSON, JOHNSTONE e COOK-NEWELL, 1995; CARROL e
KUROWSKA, 1995; MESSINA, 1999; NICOLOSI e WILSON, 1997). Ainda, o FDA
aprovou em 1999 a alegacao de que a ingestao 25 g de proteinas de soja por dia
aliada a um baixo consumo de gordura saturada e colesterol pode reduzir o risco de
doencas coronarianas (FDA, 1999).

As isoflavonas sao compostos fendlicos pertencentes ao grupo dos
flavondides, sendo a genistina, daidzina e glicitina e seus derivados as principais
encontradas na soja (MESSINA e LOPRINZI, 2001). Desempenham um papel
essencial na prevencao de certos tipos de cancer e na reducao do risco de doenca
cardiovascular (LEE, AHN e CHUNG, 2003). Destacam-se ainda pela reducédo da
perda de massa 6ssea, diminuicAo do colesterol sérico e triglicérides, atividade
antioxidante e redugédo dos sintomas indesejaveis da menopausa (ALEKEL et al.,
2000; ANDRES, DONOVAN e KUHLENSHMIDT, 2009; LIU, 1997; MENG et al.,
1999).

Dentre os acidos graxos poliinsaturados destacam-se o acido linoléico e o
linolénico, considerados essenciais (LIU, 1997; MESSINA, 1999). O acido linoléico
w-6 (C18:2) ajuda a reduzir o colesterol abaixando os niveis de gordura no sangue
e 0 acido linolénico w-3 (C18:3) sdo benéficos para diminuir os riscos de doencas
cardiacas (GOLBITZ e JORDAN, 2006).

As fibras tem um papel importante na redugcado dos niveis de colesterol em
alguns individuos hiperlipidémicos (ANDERSON, SMITH e WASHNOCK, 1999;
KUSHI, MEYER e JACOBS, 1999) e aumenta a tolerancia a glicose em individuos
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diabéticos (CHANDALIA et al., 2000; JENKINS et al., 2003; MESSINA, 1999). A fibra

alimentar também possui efeito positivo sobre a diarréia e prisdo de ventre e como
tratamento para intestino irritavel (BOSAEUS, 2004; LIU, 1997). No sistema digestivo
tem efeitos antiinflamatérios e anticancerigenos (SCHEPPACH et al., 2004).

Os oligossacarideos da soja sdao componentes nutricionais importantes
(CHEN et al., 2010), embora foram considerados por muitos pesquisadores como
indesejaveis por causarem flatuléncia, célicas e diarréia (BRASIL et al., 2010;
GIBSON et al.,, 2004). O desconforto ocorre devido a auséncia da enzima a-
galactosidase na mucosa do intestino delgado, que é responsavel pela hidrolise
desses acucares. No intestino grosso estes sao fermentados por micro-organismos
anaerdbios com liberacdo de gas (KARR-LILIENTHAL et al., 2005). Apesar desse
efeito negativo, a rafinose e a estaquiose sdo descritas como benéficas por
promoverem o aumento da populacdo de bifidobactérias no coélon. Este aumento
acarreta na supressao da atividade de bactérias putrefativas e patogénicas que
promove um balango na microbiota intestinal e diminui as infecgdes gastrointestinais
(CHEN et al., 2000; LIU, 1997; MUZZARELLI, 2009; REIS et al., 2004). Segundo
Qiang, Yonglie e Qianbing (2009), a rafinose e a estaquiose apresentam
caracteristicas prebidticas que sao relacionadas a diminuicdo do nivel de colesterol
no sangue e prevencgao de alguns tipos de cancer.

2.3 BEANY FLAVOR E FATORES ANTINUTRICIONAIS

A soja possui excelente valor nutritivo e compostos bioativos, porém, possui
alguns fatores limitantes ao consumo, como a presenca de compostos
antinutricionais e seu sabor caracteristico, denominado beany flavor.

O beany flavor é originado da associacdo de compostos carbonilicos de
cadeia curta com a fragdo protéica. Estes compostos sdo produtos finais de uma
série de reacbes que se inicia com a hidroperoxidacdo de acidos graxos
poliinsaturados, catalisada por lipoxigenases (MONTEIRO et al., 2004). Dentre os
compostos volateis formados o hexanal é descrito como o principal responsavel pelo
sabor caracteristico de feijao cru e flavor de ranco (LIU, 1997). Silva et al., (2010), ao
avaliarem as caracteristicas quimicas e sensoriais de extratos hidrossoluveis de
soja, verificaram que o teor de hexanal apresentou uma correlacdo positiva e
significativa com o atributo aroma de grédo cozido.



19
Sao também responsaveis pelo sabor da soja as saponinas, as isoflavonas e

os compostos volateis, derivados enzimaticamente ou termicamente de precursores
nao volateis como proteinas, peptideos, aminoacidos, carboidratos, glicosideos,
lipidios e vitaminas, além dos compostos nao volateis como derivados de lipidios,
compostos fendlicos e acucares. A adstringéncia, resultante das saponinas, pode ser
reduzida pela remocao mecanica do hipocétilo. As isoflavonas provocam amargor e
adstringéncia e podem ser reduzidas pelo tratamento térmico. Além destas
alternativas, o melhoramento genético pode ajudar a obter gendtipos com sabor
suave, pela supressdo de lipoxigenases (ARAUJO, CARLOS e SEDYAMA, 1997).
Um estudo de aceitabilidade de bebidas preparadas a partir de diferentes extratos
hidrossolluveis de soja (livre de lipoxigenases e comercial) indicou que a bebida

preparada a partir da cultivar desprovida de lipoxigenases foi a mais aceita pelos
consumidores (SILVA et al., 2007).

Dentre os fatores antinutricionais da soja destacam-se o0s inibidores de
tripsina, o acido fitico e as fitohemaglutininas ou lectinas (BAJPAI, SHARMA e
GUPTA, 2005). Os inibidores de tripsina, denominados Kunitz e Bowman-Birk, ligam-
se a enzima tripsina e a impedem de atuar na digestdo das proteinas. Este processo
estimula o pancreas a processar mais tripsina, causando hipertrofia do mesmo.
Entretanto, foi evidenciado que os inibidores de tripsina sdo degradados com o
tratamento térmico (LIENER, 1994; LIU, 1997).

O acido fitico tem sido considerado um antinutriente, principalmente devido a
sua capacidade de se ligar a muitos cations bivalentes e conseqgientemente reduzir
sua biodisponibilidade (JENAB e THOMPSON, 2002). Contudo, tem sido
demonstrado a sua propriedade antioxidante e efeito significativo como
anticancerigeno (FOX e EBERL, 2002).

As lectinas sdo moléculas protéicas que apresentam a propriedade de formar
complexos com compostos glicidicos. Existe uma interagdo entre as lectinas e as
glicoproteinas da superficie das hemacias, gerando aglutinacdo entre tais estruturas
(RI1ZZI et al., 2003). De acordo com Liener (1994), em humanos nao ha evidéncia da
hemaglutinacdo, pois as lectinas sao inativadas pela pepsina géastrica, além de

serem inativadas pelo calor umido.
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2.4 EXTRATO HIDROSSOLUVEL DE SOJA

O extrato hidrossoluvel de soja é o produto obtido por extracdo aquosa dos
sélidos soluveis dos graos de soja, e consiste de uma suspensdo de proteinas,
carboidratos em uma emulsao de lipidios e alguns minerais. O extrato hidrossoluvel
de soja contém geralmente 3,6% de proteinas, 2,0% de lipidios, 2,9% de
carboidratos e 0,5% de cinzas e devido a origem vegetal destaca-se por n&o possuir
lactose e colesterol (LIU, 1997).

O extrato hidrossoluvel de soja possui aparéncia e composicao similar ao leite
animal (JINAPONG, SUPHNTHARIKA e JAMNONG, 2008), sendo recomendado a
populacdo que possui alergia as proteinas do leite ou intolerancia a lactose
(POMERANZ, 1991; THYPPESWANY e MULIMANI, 2002).

Ha muitas maneiras de obter o extrato hidrossoluvel de soja, sendo o
processo mais comum a maceracao dos graos de soja em agua, trituragdo, cocgao e
filtracdo para separacdo do residuo denominado de okara (LIU, 1997; POYSA e
WOODROW, 2002). A vantagem do tratamento térmico é melhorar as caracteristicas
sensoriais e eliminar alguns fatores que limitam a utilizacdo da soja, tais como as
lectinas e os inibidores de tripsina (MORAIS e SILVA, 1996).

Embora estudos tenham evidenciado o aumento no consumo do extrato
hidrossoluvel de soja, ainda ha limitagcdes tecnolégicas especialmente no que
concerne as caracteristicas sensoriais, devido a percepcao de sabores indesejaveis
provenientes do extrato ou formados durante o processamento (CRUZ et al., 2009;
CUENCA e QUICAZAN, 2004; QUICAZAN et al., 2001).

A fermentacao do extrato hidrossolluvel de soja por varios micro-organismos,
em especial bactérias lacticas, tem sido utilizada para melhorar o sabor e aumentar
a sua aceitabilidade (BEASLEY, TUORILA e SARIS, 2003; BLAGDEN e GILLILAND,
2005; CHOU e HOU, 2000; CHUMCHUERE e ROBINSON, 1999; DENKOVA e
MURGOV, 2005). O extrato hidrossollvel de soja é um substrato adequado para o
crescimento dessas bactérias, comumente utilizadas no preparo de produtos como
iogurtes, queijos e bebidas (CUENCA e QUICAZAN, 2004; GARRO, VALDEZ e
GIORI, 2004; KAMALY, 1997; OLIVEIRA et al., 2002). Ainda, a fermentagdo pode
diminuir os niveis de saponina, fitato e oligossacarideos (FAVARO TRINDADE et al.,
2001).
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2.5 OKARA

Apbs a obtencdo e filtracdo do extrato hidrossoluvel de soja, obtém-se o
produto conhecido como okara, que é tratado como um residuo industrial com pouco
valor de mercado, em funcédo da vida util curta (O’ TOOLE, 1999).

O okara possui cerca de 30% de proteinas, 8,5% de lipidios, 3,8% de
carboidratos, 3,0% de cinzas e 55,5% de fibras em base seca (VILLANUEVA et al.,
2010). Ainda, pode conter aproximadamente um ter¢co do contetdo das isoflavonas
presentes na soja (JACKSON et al., 2002).

A adicdo de okara em outros alimentos pode promover uma melhoria na
qualidade nutricional e no desenvolvimento de produtos ricos em fibras (REDONDO-
CUENCA, VILLANUEVA e RODRIGUEZ-SEVILLA, 2008; VILLANUEVA et al., 2010).
A incorporacdo de okara foi descrita em produtos de panificacdo (APLEVICZ e
DEMIATE, 2007; BOWLES e DEMIATE, 2006; CAVALHEIRO et al., 2001;
WALISZEWSKI, PARDIO e CARREON, 2002), doces a base de soja (GENTA et al.,
2002), cereais matinais (SANTOS, BEDANI e ROSSI, 2004) e produtos carneos
(TURHAN, TEMIZ e SAGIR, 2007).

A incorporagdo do okara em alimentos pode eliminar uma possivel fonte de
poluicdo e agregar valor econémico ao produto (RINALDI, NG e BENNINK, 2000).
Todavia, apesar dos componentes nutritivos e funcionais e do potencial para
aplicagdo em produtos alimenticios, seu uso € mais comum na fabricacao de ragdes
para animais (PARK et al., 2001).

Vérios efeitos benéficos a saude tém sido relacionados ao consumo de okara.
Experimentos in vitro tém indicado que o okara é uma fonte potencial de
componentes antioxidantes (AMIN e MUKHRIZAH, 2006) e, em virtude do seu alto
conteudo de fibras, pode reduzir ou controlar o colesterol e os niveis de triglicerideos
(JENKINS et al., 2002; KEENAN et al., 2007).

2.6 ALIMENTOS FUNCIONAIS

De acordo com a legislacédo brasileira o alimento ou ingrediente que possuir
alegacao de propriedades funcionais ou de saude pode, além das funcdes
nutricionais basicas, produzir efeitos metabdlicos, fisioldgicos e/ou benéficos a

saude, devendo ser seguro para consumo sem supervisdo médica. O Ministério da
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Saude, por meio da Agéncia Nacional de Vigildancia Sanitdria (ANVISA),

regulamentou os alimentos funcionais com as resolugcdes ANVISA/MS 16/99, 17/99,
18/99 e 19/99 (BRASIL, 1999a; BRASIL, 1999b; BRASIL, 1999c; BRASIL, 1999d).

O efeito benéfico de determinados tipos de alimentos sobre a saude humana
€ conhecido h& muito tempo. O estudo desses alimentos, atualmente denominados
alimentos funcionais, e de seus componentes responsaveis por esse efeito, tem se
tornado cada vez mais intenso (OLIVEIRA et al., 2002).

A suplementagédo de componentes com atividade reconhecidamente benéfica
a saude, como calcio e vitaminas, constituiam os alimentos funcionais de primeira
geracao. Segundo Ziemer e Gibson (1998) esse conceito voltou-se principalmente
para os aditivos alimentares, que podem exercer efeito benéfico sobre a composicao
da microbiota intestinal.

O termo nutracéutico define uma ampla variedade de alimentos e
componentes alimenticios com apelos médicos ou de saude. Sua acdo varia do
suprimento de minerais e vitaminas essenciais até a protecao e/ou tratamento de
doencas (HUNGENHOLTZ e SMID, 2002). Tais produtos podem abranger nutrientes
isolados, suplementos dietéticos, produtos herbais entre outros (KWAK e JUKES,
2001).

Um alimento pode ser considerado funcional se for demonstrado que o
mesmo pode afetar beneficamente uma ou mais funcdes alvo no corpo. Além disso,
deve possuir os adequados efeitos nutricionais, sendo relevante para o bem-estar e
para a reducao do risco de uma doenca (ROBERFROID, 2002).

Segundo Lajolo (2005), esses alimentos sdo capazes de produzir efeitos
metabdlicos ou fisioldgicos desejaveis na manutencdo da saude fisica e mental,
podendo auxiliar na reducao do risco de doencas crénico-degenerativas.

De acordo com alguns autores as fibras alimentares, os prebidticos e os
probidticos constituem exemplos de componentes ou ingredientes funcionais
(GIBSON, 2004; ZIEMER e GIBSON, 1998).

2.7 FIBRA ALIMENTAR

Nos ultimos anos o desenvolvimento de ingredientes e produtos ricos em

fibras tem aumentado significativamente (CHAU e HUANG, 2003), sendo comum a
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adicdo de fibras em alimentos com o intuito de melhorar os habitos alimentares da

populacdo (RAMIREZ-SANTIAGO et al., 2010).

De acordo com a RDC n? 360 de 23 de janeiro de 2003, fibra alimentar é
qualquer material comestivel que nao seja hidrolisado pelas enzimas endégenas do
trato digestivo humano (BRASIL, 2003a). O consumo de fibras promove efeitos
benéficos a saude humana, sendo recomendado a ingestdo didria de 25-30¢g
(DELLO-STAFFOLO et al., 2004). O FDA recomenda que do total de fibras
consumido diariamente, a proporcao adequada seja de 70-75% de fibras insollveis
e 25%-30% de fibras soluveis (LI e CARDOZO, 1992).

As fibras sdo diferenciadas em relagdo a solubilidade, viscosidade,
geleificacdo, capacidade de retencdo de agua e capacidade de incorporar as
substancias moleculares ou minerais (COPPINI, 2001).

Considerando a solubilidade em solu¢des enzimaticas de pH controlado, as
fibras classificam-se em sollveis e insoluveis. Alguns exemplos de fibras soluveis
sdo pectinas, B-glucana, gomas, inulina e polidextrose. Exemplos de fibras
insoluveis incluem a celulose, suberina, quitina e a maioria das hemiceluloses
(GORDON, 2002; RODRIGUEZ et al., 2006).

As fibras soluveis absorvem muita dgua a partir do estébmago, formando
sistemas viscosos e de consisténcia gelatinosa, que podem retardar o esvaziamento
gastrico e alterar o transito do contelddo intestinal. A tendéncia desses
polissacarideos é formar uma camada viscosa de protecao a mucosa do estdbmago e
intestino delgado, dificultando a absorcao, principalmente de agucares e gorduras,
podendo diminuir os niveis de lipidios sanguineos e teciduais, assim como a
glicemia (SGARBIERI e PACHECO, 1999). As fibras solluveis possuem também a
propriedade de serem fermentadas pelas bactérias do célon, dando origem a acidos
graxos de cadeia curta, principalmente acetato, propionato e butirato (PIMENTEL,
FRANCKI e GOLLUCKE, 2005; REDONDO-CUENCA et al., 2007).

As fibras insoluveis exercem um efeito fisico-mecénico, aumentando o volume
do bolo alimentar e das fezes e diminuindo o tempo de transito intestinal. Ao se
hidratar, a fibra insoluvel absorve ndo somente agua, mas também se liga a
minerais, vitaminas, sais biliares, horménios e lipidios, dificultando a absorcao e
aumentando a excrecao dessas substancias (SGARBIERI e PACHECO, 1999).
Segundo Pimentel, Francki e Gollucke (2005) as fibras insoliveis sdo pouco

fermentesciveis.
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A fermentag&do de fibras alimentares no coélon possui inumeros beneficios.

Além da diminuicao no tempo de transito intestinal, também podem reduzir o impacto
da microbiota prejudicial, normalmente associada a formagdo de compostos
nitrogenados toxicos, H>S e producao de compostos cancerigenos (GIBSON, 2004).
Ainda, o consumo de fibra alimentar pode reduzir o risco de doencas
cardiovasculares, cancer de célon e obesidade (CHAU e HUANG, 2004).

Segundo Larrauri (1999), a fibra alimentar é considerada ideal quando cumprir
alguns requisitos, como: possuir na sua concentracdo o maximo de efeitos
fisiolégicos; ser suave em sabor, cor, textura e odor; apresentar composicao
balanceada (fracdo soluvel e insoluvel) e um conjunto adequado de componentes
bioativos; boa durabilidade; ndo apresentar efeito adverso quando adicionado a
outro alimento; ser compativel com o processamento de alimentos e possuir preco

razoavel.

2.7.1 Fibra de Soja

De acordo com Liu (1997), as fibras da soja incluem celulose, hemicelulose,
lignina e pectina, que sdo componentes estruturais encontrados principalmente na
parede celular. A parede celular é composta aproximadamente por 30% de
pectinas, 50% de hemicelulose e 20% de celulose. Seibel e Beléia (2008)
analisaram fibras de cotilédones de soja e verificaram que a hemicelulose é o
componente majoritario (59%) e a celulose o componente minoritario (8,5%), pois
esta ultima fracdo esta concentrada principalmente nas cascas da soja. Ouhida,
Pérez e Gasa (2002) observaram a presenca de 10,7% de celulose em cotilédones
contendo cascas.

Ainda, os oligossacarideos da soja, rafinose e estaquiose também podem ser
considerados como fibras (LIU, 1997).

2.7.2 Fibra de Aveia

A aveia € uma excelente fonte de fibra alimentar, apresentando em sua
composicao (1—3),(1—4)—p-D-glucana (conhecida como B-glucana), arabinoxilanas,
celulose e hemicelulose (DONGOWSKI et al., 2005). A fibra de aveia é formada
principalmente por fracdes insoluveis, sendo composta por celulose (~70%) e
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hemicelulose. A fragdo soluvel é normalmente representada pela B-glucana

(BARRETO, 2007).

Sao atribuidos a B-glucana os principais efeitos fisioldgicos da aveia (MALKKI
e VIRTANEN, 2001), sendo reportada a reducao no risco de doengas crdnicas, como
a diabetes e doencas do coracdo (WOOD e BEER, 1998). A B-glucana é bem
conhecida pelas propriedades funcionais e nutricionais (DONGOWSKI et al, 2005) e
pode ser usada como agente espessante em alimentos (WOOD, 1993), podendo
influenciar na qualidade sensorial de bebidas (LYLY et al., 2003), ja que alcanca alta
viscosidade mesmo quando adicionada em concentragdes relativamente baixas
(DONGOWSKI et al., 2005).

2.7.3 Fibra de Trigo

A fibra de trigo é formada principalmente por compostos insoluveis, sendo
constituida principalmente por celulose e hemicelulose, possuindo sabor e odor
neutro (SANCHEZ-ALONSO et al., 2007).

A fibra de trigo pode ser usada tecnologicamente como um agente que
promove retencao de agua, a fim de obter produtos com textura desejavel e com boa
estabilidade fisica (LEE, 2002).

Dietas contendo fibra de trigo foram comprovadas como eficientes contra
certos tipos de doencgas. A presenca de compostos antioxidantes no farelo de trigo
confere propriedades importantes na inibigdo do LDL-colesterol, reduzindo o risco de
doencas cardiovasculares. Varios compostos fendlicos encontrados no trigo estao
concentrados no farelo, contribuindo para o teor de antioxidantes do cereal (ZOUL,
LAUX e YU, 2004).

2.7.4 Componentes da Fibra de Soja, Aveia e Trigo

Basicamente, as fibras de cereais e leguminosas, sdo compostas por
substancias como as pectinas (soluvel), celuloses e hemiceluloses (insoluveis).

As pectinas sdo substancias coloidais de cadeias de acido D- galacturdnico
unidos por ligacoes glicosidicas (a1—4) (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA,
2010) e tem efeitos fisioldgicos e nutricionais importantes para a saude e nutricao
humana. Os residuos de acido galacturénico sdo carregados negativamente sendo,
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portanto, facilmente hidrataveis. Esse fato é importante na geleificacao (formacgéo de

géis solidos e viscoelasticos), na melhoria da absorcdo de agua, no efeito
espessante, na fixagcdo de particulas que estabilizam emulsées e espumas, entre
outros (BRETT e WALDRON, 1996; MCDOUGALL et. al, 1996). Algumas destas
funcdes sdo determinadas pela estrutura quimica, enquanto que outras estdo mais
relacionadas a propriedades fisicas. As pectinas, embora ndo sejam absorvidas pelo
trato gastrointestinal, podem ser fermentadas pela microbiota do célon em diéxido de
carbono (CO.), metano (CH,4), hidrogénio (H.) e acidos graxos de cadeia curta
(WANG et al., 2002).

A celulose é o principal componente de sustentacdo das estruturas vegetais.
E um homopolissacarideo neutro formado por cadeias lineares de anidro D-glucose
unidas por ligagdes (B1—4). A celulose é insolivel em &gua e parcialmente
hidrolisada por celulase (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010; WALDRON,
PARKER e SMITH, 2003).

As hemiceluloses sdo um grupo heterogéneo de polissacarideo que contém
diversos tipos de hexoses e pentoses e, em alguns casos, acidos urbnicos. Esses
acucares estado ligados entre si por ligacées glicosidicas (B1—4) formando uma
estrutura principal composta por um tipo especifico de residuos, a partir da qual
surgem ramificacdes laterais de cadeias curtas de outros agucares (DAMODARAN,
PARKIN e FENNEMA, 2010). As hemiceluloses estdo presentes em todas as
camadas da parede celular, concentrando-se, principalmente, nas camadas
primarias e secundarias de monocotilédones e dicotilédones, onde estdo
intimamente associadas a celulose e lignina (WALDRON, PARKEN e SMITH, 2003).

2.7.5 Propriedades Tecnolégicas das Fibras em Produtos Fermentados

As fibras tem sido investigadas devido as suas funcoes fisiologicas e podem
fornecer produtos com caracteristicas sensoriais desejaveis, com boa aceitacdo pelo
consumidor, custo razoavel e sem comprometimento da estabilidade do produto
(PSZCZOLA, 2008).

Em alimentos, as fibras alimentares possuem fung¢des tecnoldgicas que
incluem a formacao de géis, retencao de agua ou lipidios, aumento da viscosidade,
formacao e estabilizacdo de emulsdes e de espumas (DIEPENMAAT-WOLTERS,
1993), modificagdo na textura e na capacidade fermentativa dos produtos
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(BORDERIAS, SANCHEZ-ALONSO e PEREZ-MATEOS, 2005). Segundo Saarela et
al. (2006), as fibras também podem proteger culturas probi6ticas em condi¢cbes de
estresse como a liofilizacédo, desidratacao e armazenamento.

Segundo lzydorczyk et al. (2008), na formulacdo de produtos ricos em
fibra alimentar deve-se considerar suas propriedades funcionais e tecnoldgicas, ja
que a adicao de fibras pode alterar o processamento e o manuseio do produto,
bem como sua textura, cor, sabor e aroma. As fibras podem interagir com outros
componentes do alimento durante o processamento e essas interacdes podem
ocasionar alteracdes na biodisponibilidade de nutrientes e modificacbes nas
caracteristicas do produto (FERNANDEZ-GARCIA e MCGREGOR, 1997).

Varias pesquisas evidenciam alteragdes nas caracteristicas de produtos
fermentados ap6s a incorporacdo de fibras provenientes de frutas e cereais
(APORTELA-PALACIOS, SOSA-MORALES e VELEZ-RUIZ, 2005; GARCIA-PEREZ
et al., 2006; HASHIM, KHALIL e AFIFI, 2009; SENDRA et al., 2008; SENDRA et al.,
2010) sendo reportados a adicao de fibra de aveia, soja, milho, arroz, maca, trigo,
bambu, inulina, B-glucana e outras fontes em produtos fermentados como o iogurte
(DELLO STAFFOLO et al, 2004; EL-NAGAR et al., 2002; TUDORICA et al., 2004).

Dello Staffolo et al. (2004) ao adicionarem fibra de bambu, maca, trigo e
inulina em iogurtes, verificaram que o tipo de fibra afetou significativamente as
propriedades reolégicas do produto. Os referidos autores mencionaram que a fibra
de macga diminuiu a firmeza do iogurte, provavelmente devido a formacédo de
agregados de fibra que interferiram na estrutura do produto. Em contrapartida, a
adicao de fibra de bambu e trigo aumentou a firmeza do iogurte, sendo preferido
pelos consumidores.

Fuchs et al. (2005) observaram que a suplementacéo de iogurtes de soja com
4,4% de inulina resultou na diminuicdo da firmeza dos produtos, sendo este
resultado similar ao encontrado por El-Nagar et al. (2002) ao adicionar inulina em
sorvete. Guven et al. (2005) observaram que adicdo superior a 1g.100mL™" de
inulina, em iogurtes, promoveu aumento da sinerese (separacdo do soro),
prejudicando as caracteristicas sensoriais do produto. Em um estudo com bebida de
kefir foi observado que a adicao de inulina resultou em produtos menos firmes e nao
afetou a sinerese (MONTANUCI, 2010).

Dervosiglu e Yazici (2006), ao adicionarem fibras provenientes de frutas

citricas em sorvetes, reportaram que as mesmas nao afetaram a viscosidade e nao
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promoveram melhoria nas propriedades sensoriais do produto, mas apresentaram

efeito positivo sobre a resisténcia ao derretimento. Sendra et al. (2010) observaram
que a adicdo de 1g.100mL™ de fibra de laranja em iogurte promoveu a redugdo na
sinerese e aumento na firmeza do gel e na cremosidade do produto.

De acordo com McCann, Fabre e Day (2011) as fibras naturais apresentam
beneficios por conferirem produtos com melhor textura e firmeza, reduzindo a
sinerese e resultando em um produto com propriedades sensoriais aceitaveis. Ainda,
alguns autores afirmaram que as fibras de cereais sdo completas por possuirem
estrutura que inclui a parede celular e seus constituintes, como a celulose,
hemicelulose, pectinas e ligninas (MENEZES, GIUNTINI e LAJOLO, 2001).

2.8 PREBIOTICOS

De maneira geral, todos os oligossacarideos e polissacarideos que
apresentam atividade prebibtica sao considerados fibras alimentares, mas nem
todas as fibras sao alegadas como prebiéticas (GIBSON, 2004).

Os prebidticos sdo componentes alimentares nao viaveis que conferem
beneficios a saude do hospedeiro associados a modulacdo de sua microbiota (FAO/
AGNS, 2007). Sdo também definidos como ingredientes alimentares nao digeriveis,
que afetam beneficamente a saude dos consumidores, por estimularem o
crescimento de um numero limitado de bactérias do intestino grosso (ZIEMER e
GIBSON, 1998). De acordo com Larkin, Price e Astheimer (2007), o crescimento
e/ou atividade de bactérias probibticas pode ser seletivamente estimulado pela
ingestao de componentes prebidticos na dieta.

Os prebidticos podem inibir a multiplicacdo de patégenos, uma vez que
quando sao fermentados no intestino, podem converter-se em nutrientes
necessarios para um melhor desenvolvimento das bifidobactérias e lactobacilos.
Segundo Saxelin, Korpela e Mayra-Makinen (2003) os produtos finais da
fermentacdo desses compostos sdo principalmente acidos graxos de cadeia curta
(acético, propidnico e butirico), acido lactico, hidrogénio, metano e dioxido de
carbono.

A fermentacdo dos prebidticos pode promover, ainda, algumas funcdes
fisiolégicas especificas, através da liberacdo de metabdlitos das bactérias, como os
acidos graxos de cadeia curta. Os acidos graxos de cadeia curta podem atuar



29
diretamente ou indiretamente sobre as células intestinais e participar no controle de

processos como a inflamagédo, a carcinogénese, a absorcdao de minerais e a
eliminacdo de compostos nitrogenados, podendo ainda atuar no alivio da
constipacao e na reducao de infecgdes intestinais, reducao do nivel de colesterol no
soro sanguineo e diminuicdo do risco de osteoporose, obesidade e doencgas
cardiovasculares (MARTI DEL MORAL, MORENO-ALIAGA e HERNANDEZ, 2003).

Dessa forma, pode haver um aumento favoravel da microbiota, garantindo
beneficios adicionais a saude do hospedeiro. Os prebidticos atuam mais
freqientemente no intestino grosso, embora possam ter também algum impacto
sobre 0s micro-organismos do intestino delgado (GILLILAND, 2001; MATTILA-
SANDHOLM et al., 2002; ROBERFROID, 2001).

Para um substrato ser classificado como um prebiotico alguns critérios devem
ser atendidos: o substrato ndo deve ser hidrolisado ou absorvido no estémago ou
intestino delgado; deve ser seletivo para bactérias benéficas no célon; e sua
fermentacao deve induzir efeitos sistémicos benéficos para o héspede (MANNING e
GIBSON, 2004).

Qualquer componente alimentar fermentescivel que atinja o célon sem ser
digerido apresenta potencial como prebidtico. Atualmente os componentes
propostos como tal sdo os carboidratos ndo digeriveis, como a lactulose, lactitol,
amido resistente e varios oligossacarideos como frutooligossacarideos, inulina,
rafinose e estaquiose (ANN et al.,, 2007; GIBSON e FULLER, 2000; MORAES e
COLLA, 2006). Segundo Tamime, Marshall e Robinson (1995) a rafinose e
estaquiose sao os promotores naturais do crescimento de bifidobactérias.

2.9 PROBIOTICOS

Diversas definicbes de probidticos foram publicadas ao longo dos anos
(SANDERS, 2003), sendo, internacionalmente aceita, a definicdo de que sado micro-
organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, afetam
positivamente a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2001). No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) define probidticos como micro-organismos
vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal, produzindo efeitos
benéficos a saude do individuo (BRASIL, 2002).
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Para uma bactéria ser considerada probidtica os seguintes aspectos devem
ser considerados: ndo ser patogénica, téxica, mutagénica ou carcinogénica ao
organismo do hospedeiro (KUMURA et al., 2004; SAARELA et al.,, 2000); ser
preferencialmente de origem humana, sendo isolada do trato gastrointestinal
saudavel (SAARELA et al.,, 2000); apresentar atividade antagbnica a micro-
organismos patogénicos (COLLADO, MERILUOTO e SALMINEN, 2008; MATTILA-
SANDHOLM et al., 2002; RIVERA-ESPINOZA e GALLARDO-NAVARRO, 2010); ser
tolerante a acidez do suco gastrico e resistir aos sais biliares, enzimas e baixos
niveis de oxigénio (COLLADO, MERILUOTO e SALMINEN, 2008; RIVERA-
ESPINOZA e GALLARDO-NAVARRO, 2010); aderir as superficies epiteliais e
persistir no trato gastrointestinal humano; possuir propriedades antimutagénicas e
anticarcinogénicas (MATTILA-SANDHOLM et al., 2002); promover
imunoestimulacao, sem efeito inflamatério (SAARELA et al., 2000). Entretanto, ndo
h& um consenso na literatura sobre quais sdo as caracteristicas minimas para a
definicao de bactéria probiética.

Além de cumprir os critérios de seguranca e aspectos funcionais, a linhagem
probidtica deve, ainda, apresentar caracteristicas tecnoldgicas que incluem boas
propriedades sensoriais, viabilidade durante o processamento e estabilidade durante
o armazenamento do produto (SAARELA et al., 2000). De acordo com Gomes e
Malcata (1999) as culturas probiéticas podem contribuir para melhorar o sabor do
produto final, possuindo a vantagem de promover uma menor acidificacao durante a
armazenagem pds-processamento.

A utilizacdo de culturas probidticas estimula a multiplicacdo de bactérias
benéficas, em detrimento a proliferacdo de bactérias potencialmente prejudiciais,
reforcando os mecanismos naturais de defesa do hospedeiro (PUUPPONEN-PIMIA
et al., 2002).

Diversos autores vém sugerindo possiveis efeitos benéficos referentes ao
consumo de culturas probiéticas. Entre esses efeitos, merecem destaque o controle
das infecgbes intestinais, alivio da constipacado, melhoria no metabolismo da lactose,
melhoria na absorcdo de alguns nutrientes, reducdo do colesterol sérico,
estimulacao do sistema imunoldgico, efeito anticarcinogénico e antimutagénico, além
da exclusdao competitiva e da producdo de compostos antimicrobianos (SANDERS,
2003; AGERHOLM-LARSEN et al., 2000; GOTCHEVA et al., 2002; NOMOTO, 2005;
IMASSE et al., 2007; SHAH, 2001).
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Entretanto, de acordo com Pineiro e Stanton (2007) nem todos os probidticos

sdo efetivos para todas as funcdes, sendo necessario considerar as variagdes
existentes entre as diferentes espécies e linhagens em relacao a funcionalidade.

Uma questdo ainda nao esclarecida pela literatura é a quantidade e a
freqiéncia de consumo de probidticos necesséaria para assegurar os beneficios
funcionais a eles atribuidos. Alguns autores sugerem que a quantidade de
probidticos pode ser referida como terapéutica quando atinge contagens que variam
de 10° (EARLY, 1998), 107-10® (ISHIBASHI e SHIMAMURA, 1993; LOURENS-
HATTINGH e VILJEON, 2001) ou 108-10° UFC.mL™ (SHAH, 2001).

De acordo com a legislacao brasileira, a quantidade minima viavel para os
probidticos deve estar na faixa de 10® a 10° UFC na porgéo diaria (BRASIL, 2007).
Altas contagens desses micro-organismos foram sugeridas para compensar a
possivel reducao durante a passagem pelo estbmago e intestino (SHAH, 2000).

Dentre o0s micro-organismos comumente descritos com caracteristicas
probidticas, destacam-se as bactérias produtoras de acido lactico, particularmente os
géneros originarios do intestino humano, tais como Lactobacillus (L. acidophilus, L.
casei, L. reuteri), Bifidobacterium (B. longum, B. bifidum, B. infantis, B. animalis) e
Streptococcus ou Enterococcus, na forma de cultura simples ou mista, usualmente
adicionadas em produtos lacteos fermentados (SCHEINBACH, 1998). A Tabela 1
apresenta as principais cepas empregadas em produtos probiéticos.

A legislacdo brasileira descreve como probidticas as seguintes espécies: L.
acidophilus, L. casei shirota, L. casei variedade rhamnosus, L. casei variedade
defensis, L. paracasei, Lactococcus lactis, B. bifidum, B. animalis (incluindo a
subespécie B. lactis), B. longum e Enterococcus faecium (BRASIL, 2007).

2.9.1 Kefir

Kefir € uma bebida fermentada de leite, composta por uma mistura complexa
de bactérias e leveduras. Difere do iogurte tradicional por ser fermentado por uma
diversidade maior de micro-organismos (URDANETA et al., 2007).

O conjunto de micro-organismos que compde o kefir normalmente é
encontrado sob a forma de um pequeno aglomerado (grao), mantido unido por uma
matriz de polissacarideos e proteinas (LOPITZ-OTSOA et al., 2006), embora

também possa ser comercializado na forma de pé liofilizado.
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Tabela 1 - Micro-organismos com propriedades probiéticas

Lactobacillus Bifidobacterium Outras  bactérias Bactérias nao &cido
acido lacticas lacticas

L. acidophilus B. bifidum Enterococcus Bacillus cereus var
faecalis toyoi

L. amylovorus B. adolescentis Enterococcus Escherichia coli cepa
faecium nissle

L. casei B. longum Lactococcus lactis ~ Propionibacterium

freudenreichii

L. crispatus B. infantis Leuconostoc Saccharomyces
mesenteroides cerevisiae

L. delbrueckii B. brevis Pediococcus Saccharomyces

subsp. bulgaricus acidilactici boulardii

L. gallinarum B. lactis Sporalactobacillus
inulinus

L. gasseri Streptococcus
thermophilus

L. johnssonii

L. paracasei

L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus

Fonte: COPPOLA e TURNES, 2004.

Segundo Piermaria, Canal e Abraham (2008) os graos de kefir contém uma
complexa microbiota simbidtica, que compreende misturas de bactérias acido
lacticas (Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, e Streptococcus spp.), bactérias
acido acéticas (Acetobacter) e leveduras (Kluyveromyces, Saccharomyces e
Torula). As leveduras podem ser fermentadoras de lactose (Kluyveromyces lactis,
Kluyveromyces marxianus, Torula) ou nao fermentadoras (Saccharomyces
cerevisiae) (IRIGOYEN et al., 2005). A composi¢ao da populacdo microbiana do kefir
pode variar em funcdo da origem dos graos, substrato e método de cultivo
empregado (PINTADO et al., 1996).

No kefir, as leveduras e as bactérias co-existem em uma associacao
simbiotica, responsavel pela fermentacdo &cida-alcodlica. O principal produto
formado a partir do metabolismo microbiano € o acido lactico, seguido de compostos
como acetaldeido e diacetil, que conferem flavor. A presenca das leveduras leva a
formacao de etanol e di6xido de carbono (LOPITZ-OTSOA et al., 2006).

O polissacarideo do kefir, denominado de kefiran, € um glucogalactano

solivel em agua, que tem sido reportado por possuir atividade antibacteriana e
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antitumoral, por modular o sistema imunoldgico do intestino e proteger as células
epiteliais contra Bacillus cereus (PIERMARIA, CANAL e ABRAHAM, 2008). Esse
exopolissacarideo esta presente nos graos de kefir e pode ser usado como aditivo
em produtos fermentados, uma vez que provoca um aumento na viscosidade
aparente dos géis (RIMADA e ABRAHAM, 2006).

Além do valor nutritivo inerente a sua composicdo quimica, o kefir
desempenha um papel potencialmente benéfico na reducdo do risco de doencas
cronicas degenerativas (MORAES e COLLA, 2006). Algumas propriedades
benéficas podem ser citadas, como acdo antimicrobiana, antiinflamatéria,
cicatrizante e antialérgica (LEE et al., 2007; RODRIGUES et al., 2005), sendo
também indicado a pacientes em tratamento de doencas gastrintestinais, doencas
metabdlicas, hipertensdo, isquemia do coracdo e alergia (FARNWORTH e
MAINVILLE, 2003). Ainda, algumas espécies de lactobacilos e leveduras presentes
no kefir demonstraram efeito positivo na colonizacao do intestino (KUMURA et al.,
2004).

Segundo alguns autores (GOLOWCZYC et al., 2007; GOLOWCZYC et al.,
2008; ROMANIN et al., 2010) algumas bactérias lacticas e varias cepas de leveduras
encontradas no kefir apresentam resisténcia a sais biliares e ao baixo pH,
propriedade de adesao e capacidade de inibicdo de alguns patégenos intestinais.

Em virtude da complexidade microbiana e dos efeitos benéficos derivados do
seu consumo, o kefir pode ser considerado uma fonte adequada de micro-
organismos com potencial probiotico (ROMANIN et al., 2010), sendo apontado como
um alimento probiético e funcional (LOPITZ-OTSOA et al., 2006; SIMOVA et al.,
2002; YUKSEKDAG, BEYATIL e ASLIM, 2004; ZUBILLAGA et al., 2001).

2.9.1.1 Lactococcus lactis

Dentre os micro-organismos isolados do kefir, o Lactococcus lactis é
apontado por alguns autores (CHAMPAGNE et al., 2009; RIVERA-ESPINOZA e
GALLARDO-NAVARRO, 2010; VINDEROLA e REINHEIMER, 2000) e pela
legislacao brasileira (BRASIL, 2007) como probidtico.

Lactococcus lactis sdo bactérias gram-positivas, anaerdbias facultativas,
homofermentativas, mesofilas, com crescimento étimo em temperatura de 30°C. Sao

freqientemente utilizadas na producdo de produtos fermentados, como queijos,
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manteigas e outros, sendo responsaveis pela preservacdo desses produtos e pelo

desenvolvimento de caracteristicas sensoriais como textura e sabor (DUWAT et al.,
2000; MIYOSHI et al., 2003).

2.10 SIMBIOTICOS

Os simbioticos sao alimentos ou suplementos alimentares contendo micro-
organismos probibticos e ingredientes prebidticos, resultando em produtos com as
caracteristicas funcionais dos dois grupos que em sinergia vao beneficiar o
hospedeiro (FULLER e GIBSON, 1997; SAAD, 2006). De acordo com Kimura (2002),
os simbidticos sao considerados alimentos funcionais.

Os prebidticos podem influenciar o crescimento e a sobrevivéncia dos
probidticos, melhorando seu metabolismo e multiplicacdo. A interacdo entre esses
componentes in vivo pode ser favorecida pela adaptagdo de um probidtico associado
a um ingrediente prebidtico, anterior ao consumo (MARTINEZ-VILLALUENGA e
GOMEZ, 2007; SAAD, 2006). Dessa maneira, é possivel aumentar a sobrevivéncia e
a implantacdo dos probioticos no trato digestério (ROBERFROID, 1998; ZIEMER e
GIBSON, 1998), por meio de estimulo ao crescimento desses micro-organismos
(TUOHY et al., 2003).

2.11 PLANEJAMENTO DE MISTURAS SIMPLEX-CENTROIDE

O modelamento de misturas consiste em ajustar um modelo mateméatico
polinomial a uma superficie de resposta obtida segundo um planejamento
experimental especifico, conhecido como planejamento estatistico de misturas
(COSCIONE, ANDRADE e MAY, 2005). Esse planejamento possui grande
importancia industrial, sendo muito utilizado na obtencao de formulacées de diversos
produtos, incluindo estudos de caracteristicas sensoriais, nutricionais e de
propriedades funcionais dos alimentos (CASTRO, TIRAPEGUI e SILVA, 1998;
NAVARRETE-BOLANOS et al., 2003).

O planejamento de misturas empregado depende da complexidade do modelo
matematico que se deseja ajustar e do nimero de componentes da mistura. Esse
planejamento envolve a execugdo de um numero exato de experimentos,

necessarios para ajuste do modelo mateméatico selecionado (EIRAS, CUELBAS e
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ANDRADE, 1994) e que permita determinar os pardmetros com o minimo de erro

(COSCIONE, ANDRADE e MAY, 2005).

A partir de um planejamento de misturas, a resposta ou propriedade
muda somente quando sao feitas alteracées nas propor¢cées dos componentes que
fazem parte dessa mistura. Portanto, a finalidade principal de se utilizar essa
metodologia € verificar como as respostas ou propriedades de interesse séo
afetadas pela variagdo das proporcdes dos componentes da mistura. Nesse caso,
as proporcdes dos componentes (x)) ndo sao independentes, pois a soma sempre
deve totalizar 100% (BARROS NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2003). Em termos

matematicos isso pode ser descrito na Equacao 1:

S x =100% =1 (Eq. 1)

pu
onde x; representa a proporcao do i-ésimo componente e g € o numero de
componentes da mistura. Para especificar a composicdo da mistura é necessario
fixar a proporcdo de @g-1 componentes, sendo que a propor¢cdo do ultimo
componente sera que o falta para completar 100% (BARROS NETO, SCARMINIO e
BRUNS, 2003).

Segundo Barros Neto, Scarminio e Bruns (2003), para sistemas com trés
fatores nao independentes deve-se obedecer a restricao Xxi+xo+x3=1, que define um
triangulo equilatero (Figura 1).

Algumas combinagdes possiveis da mistura ternaria sdo representadas pelos
pontos pertencentes ao triangulo (Figura 1). Os vértices correspondem aos
componentes puros (pontos 1, 2 e 3) e os lados as misturas binarias (pontos 4, 5 e
6), enquanto o ponto situado (ponto 7) no interior do tridngulo representa a misturas
de trés componentes (BARROS NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2003).
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Figura 1 — Planejamento experimental de misturas do tipo simplex-centroide

Com os resultados obtidos no planejamento de misturas, pode-se utilizar
polinbmios simplificados, que definem uma superficie de resposta, para relacionar a
propriedade de interesse as diversas proporcdes utilizadas. Isso possibilita a
previsao quantitativa das propriedades de qualquer formulacdo no sistema estudado,
fazendo somente alguns experimentos (BARROS NETO, SCARMINIO e BRUNS,
2003). Normalmente o modelo canénico de Scheffé (1963) (Equacao 2) é utilizado e
ajustado aos dados experimentais e testados os modelos linear, quadratico e cubico

para a obtengédo dos respectivos coeficientes de regressao.

Y =B1X1 + BaXo + BaXs + B12X1 X2 + P13 X1 X3 + PazXo X3 + Braz X1 X2 X3, (EQ. 2)

onde y é funcao resposta dos dados observados, B+, B2, Bs, B12, B13, B2z € B123 sS40 0S
coeficientes estimados da regressao e xi, X2 € X3 S40 0S niveis codificados das

varaveis dependentes, sendo 1> x;>0e Y =1,0.

2.11.1 Otimizacao Multi-resposta ou Desejabilidade

Um grande problema na area de alimentos é a multiplicidade de respostas em
um planejamento experimental (CARNEIRO et al., 2005). Quando varias fungbes
respostas estdo envolvidas emprega-se o termo otimizacdo de respostas
combinadas ou otimizagcao multi-resposta (ARTEAGA et al., 1994; CASTRO et al.,

2003) para determinar a formulacao que proporcione as melhores propriedades.
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Através da otimizacdo as variaveis respostas podem ser maximizadas ou

minimizadas de acordo com o interesse tecnolégico, empregando o planejamento de
ensaios para identificar os niveis 6timos dos componentes (CASTRO et al., 2003).
A justaposicao de graficos para otimizacao de respostas combinadas, a partir
de modelos polinomiais, normalmente é de baixa eficiéncia. Atualmente, os métodos
de otimizacdo empregando programas sdo automaticos. A funcédo de desejabilidade
€ uma das técnicas que permite uma resolucao para esse tipo de problema. Através
do modelo matematico ajustado para cada variavel resposta o programa buscara,
dentro do espaco experimental, a combinacdo de fatores que resultara
(preditivamente) na melhor resposta (CARNEIRO et al., 2005; CASTRO et al., 2003).



38

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

o

Otimizar a formulag&o, caracterizar e avaliar a estabilidade de um produto de
soja fermentado com cultura de kefir e fibras de soja, aveia e trigo

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o

Caracterizar as fibras de soja, aveia e trigo quanto a composi¢cao quimica e
propriedades funcionais.

Aplicar o planejamento de misturas simplex-centrdide para otimizar um
produto de soja fermentado com cultura de kefir, utilizando fibras de soja,
aveia e trigo.

Avaliar as seguintes funcbes respostas nos produtos formulados: acidez,
viscosidade, firmeza, sinerese e contagem de Lactococcus lactis.

Caracterizar o produto otimizado quanto a composicdo quimica, cor e
aceitacao sensorial.

Avaliar a estabilidade do produto otimizado e armazenado por 28 dias a 4°C,
por meio de medidas de pH, acidez titulavel, sinerese, viscosidade, firmeza e
contagem dos micro-organismos da cultura de kefir.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIA-PRIMA E INGREDIENTES

Para elaboracdo do extrato hidrossoluvel de soja foi utilizada soja (Glycine
max L. Merril), cultivar BRS 257 (livre de lipoxigenases), safra 2009/2010, fornecida
pela empresa Sementes Parana Ltda.

Foram utilizadas fibras de soja, aveia e trigo. Para a fibra de soja foi utilizado
um produto comercial da linha de produtos “Mais Vita”, da empresa Yoki Alimentos
S.A., sendo adquirido no comércio local. As fibras de aveia e trigo foram adquiridas
da empresa MasterSense Ingredientes & Aromas. O antiespumante e o aroma
artificial de leite foram fornecidos pela empresa ProSabor Industria e Comércio de

alimentos, e o aroma artificial de baunilha (Marca Dr. Oetker) foi adquirido no
comércio local.

Para fermentacao foi utilizada cultura starter de kefir liofilizada, composta por
linhagens mistas de Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis spp lactis
biovar diacetylactis, Lactobacillus brevis, Leuconostoc e Saccharomyces cerevisiae.
A cultura foi fornecida pela empresa Clerici-Sacco®, Brasil, sob a denominagéo
comercial de Lyofast MT 036 LV.

4.2 CARACTERIZACAO DAS FIBRAS DE SOJA, AVEIA E TRIGO
4.2.1 Composicao Quimica

Foi determinado o teor de proteinas, lipidios, cinzas, umidade, fibra alimentar
solavel, insoluvel e total (AOAC, 2006). Na determinacdo de fibra alimentar foi
empregado o método enzimatico-gravimétrico, por meio da acdo das enzimas a-
amilase, protease e amiloglucosidase.
4.2.2 Determinacgéo das Propriedades Funcionais

Foi determinado a capacidade de adsorcao de agua, capacidade de absorcao

de agua, capacidade de absorcao de 6leo, volume de intumescimento e cor das
fibras de soja, aveia e trigo.
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4.2.2.1 Capacidade de adsorcao de agua

Para determinacao da capacidade de adsorcao de agua (CDA) cerca de 1g
de amostra foi colocada em equilibrio em um micro-ambiente de umidade relativa de
98%, gerado por meio de uma solucéo salina de sulfato de potassio. Apds 72h de
armazenamento a 25°C, mediu-se a quantidade de &gua adsorvida (VAZQUEZ-
OVANDO et al., 2009). O resultado foi expresso como grama de agua adsorvida por
grama de amostra em base seca.

4.2.2.2 Capacidade de absorcao de agua

A capacidade de absorcao de agua (CAA) foi realizada segundo Okezie e
Bello (1988), onde uma suspensdao de 1g de amostra e 50 mL de agua foi
centrifugada a 5300g por 20 min, desprezou-se o sobrenadante e mediu-se e
quantidade de agua absorvida. O resultado foi expresso como grama de agua
absorvida por grama de amostra em base seca.

4.2.2.3 Capacidade de absorgéo de 6leo

A capacidade de absorcdo de 6leo (CAO) foi realizada segundo Okezie e
Bello (1988), onde uma suspensdo de 1g de amostra e 50 mL de 6leo de soja
(marca Coamo) foi centrifugada a 5300 g por 20 min, desprezou-se 0 sobrenadante
e mediu-se e quantidade de dleo absorvido. O resultado foi expresso como grama
de 6leo absorvido por grama de amostra em base seca.

4.2.2.4 Volume de intumescimento

Para determinacéo do volume de intumescimento (VI) cerca de 1g de amostra
foi hidratada, em uma proveta com 25 mL de agua e, ap6s 18h de equilibrio, foi
observado o volume ocupado (ROBERTESON et al., 2000). O resultado foi expresso

como volume ocupado (mL) por grama de amostra em base seca.
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4.2.2.5 Determinacgao da Cor

A cor das fibras de soja, aveia e trigo foi determinada em colorimetro Minolta
CR-400 (Konica Minolta Sensing, Inc.), em triplicata, com iluminante D65. Os valores
de L* (luminosidade), a* (componente vermelho-verde) e b* (componente amarelo-
azul) foram expressos no sistema de cor CIELAB.

4.3 DESENVOLVIMENTO DOS PRODUTOS FERMENTADOS

4.3.1 Preparo do In6culo

A cultura comercial de kefir foi preparada seguindo as instru¢oes do fabricante
para casos de utilizacdo em volume inferior aos recomendados no envelope. O
extrato hidrossollvel de soja foi esterilizado a 121°C por 15min. Depois de resfriado
(~10°C), foi adicionado a cultura de kefir (1 envelope de 5 UC para 1 L de extrato
hidrossoluvel de soja), homogeneizado e distribuido em recipientes de 10 mL, sendo
que em cada recipiente havia cultura suficiente para ser utilizada em 5 L de extrato
hidrossoluvel de soja. Os recipientes foram congelados a -18°C, até o momento da
utilizagéo.

4.3.2 Obtengédo do Extrato Hidrossoluvel de Soja

O extrato hidrossoluvel de soja foi elaborado por meio das operacbes de
selecdo, lavagem, maceracao, trituracao e tratamento térmico. A relacao entre o
peso de soja e o volume de agua foi 1:10 (p:v) (CHUN, KIM e KIM, 2008). Os graos,
apoés selecao e lavagem, foram macerados por 14h (CRUZ et al., 2009), triturados e
filtrados para separagdo do residuo (CHUN, KIM e KIM, 2008). O extrato
hidrossoluvel de soja foi obtido (Figura 2) imediatamente antes da preparacao dos
produtos fermentados.
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4.3.3 Formulacao dos Produtos Fermentados de Soja

Figura 2 - Obtencao do extrato hidrossoluvel de soja

A formulagado dos produtos fermentados de soja com kefir estd apresentada

na Tabela 2.

Tabela 2 - Ingredientes para formulacao dos produtos fermentados de soja

Ingrediente Proporc¢ao (%)
Extrato hidrossoluvel de soja 87,7
Sacarose 9
Fibra de soja
Fibra de Aveia 3
Fibra de Trigo
Aroma de baunilha 0,1
Aroma de leite 0,1
Antiespumante 0,1
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As fibras de soja, aveia e trigo compuseram 3% da formulagdo, sendo
adicionadas aos produtos de acordo com o planejamento experimental simplex-
centréide (item 4.4 e Tabela 3).

4.3.4 Desenvolvimento dos Produtos Fermentados de Soja

O produto de soja fermentado foi desenvolvido conforme a Figura 3.

€ sacarose (tabela 2 e 3)
[

Tratamento Térmico
(95°C/15 min)

|
Resfriamento (25°C)
|

Adicao de aromatizantes
I

Adicdo de In6culo
I

Fermentacao
(25°C, até pH 4,5)
I

Resfriamento (4°C)
I

Homogeneizacao
[
Repouso (12h)

( N\
Produto de soja fermentado com Andlises (acidez, viscosidade, sinerese, firmeza e
kefir > contagem de Lactococcus lactis)

[
Produto otimizado

[
( ) [ Anélises (Composicdo quimica, cor, anélise 1
—>

( N\
Homogeneizagao do EHS, fibras Planejamento experimental 1

A

Estocagem (4°C/28 dias) sensorial e avaliagdo da estabilidade)

Figura 3 - Desenvolvimento dos produtos de soja fermentados

Seguindo o planejamento experimental simplex-centréide (Tabelas 2 e 3), o
extrato hidrossolluvel de soja, sacarose e fibras (Xi: fibra de soja; Xz: fibra de aveia;
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Xas: fibra de trigo) foram homogeneizados e tratados termicamente a 95°C por 15 min
(FERRAGUT et al., 2009), seguido de resfriamento até 25°C para adicao do indculo.
A quantidade de in6culo de kefir adicionada foi constante (0,01 UC.L™") em todas as
formulagdes, de modo a obter uma contagem inicial em torno de 1,0x10® UFC.g™" de
Lactococcus lactis. O produto foi fermentado em recipientes com tampa semi-aberta
e incubado a 25°C até atingir pH 4,5 £ 0,1. Em seguida as amostras foram
homogeneizadas por 6 min em velocidade constante (Homogeneizador Contrac,

Mod.1000) e armazenadas.

4.4 EFEITO DA ADICAO DE FIBRAS DE SOJA, AVEIA E TRIGO NAS CARACTERISTICAS DO
PRODUTO DE SOJA FERMENTADO COM KEFIR

Para otimizar a formulacdo de produtos fermentados de soja contendo
diferentes fontes de fibras (Tabela 3) foi utilizado o planejamento experimental
simplex-centrdide, com o intuito de investigar os possiveis efeitos dos ingredientes
funcionais (fibra de soja, aveia e trigo) nas caracteristicas dos produtos fermentados.

Tabela 3. Planejamento experimental simplex-centréide para desenvolvimento de
produtos fermentados de soja com cultura de kefir contendo diferentes fontes de
fibras

Proporgédo do componente* Quantidade de ingrediente**
E ) (variavel codificada) (g de fibra.1009'1 de base)

nsaio X X2 X3 X4 Xz X3
01 1,00 0,00 0,00 3 0 0
02 0,00 1,00 0,00 0 3 0
03 0,00 0,00 1,00 0 0 3
04 0,50 0,50 0,00 1,5 1,5 0
05 0,50 0,00 0,50 1,5 0 1,5
06 0,00 0,50 0,50 0 1,5 1,5
07 0,33 0,33 0,33 1 1 1
08 0,33 0,33 0,33 1 1 1
09 0,33 0,33 0,33 1 1 1

*x1: fibra de soja; x,: fibra de aveia; x3: fibra de trigo
**X4: g de fibra de soja.1009'1 de base; X,: g de fibra de aveia.1009'1 de base; X3: g de fibra de
trigo.100g™" de base.
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As variaveis estudadas (Tabela 3) foram a fibra de soja (Xj), fibra de aveia

(X2) e fibra de trigo (X3), sendo que 3% foi o nivel maximo de cada variavel, em
relacédo ao total da formulacao (Tabela 2).

Neste planejamento foram realizados 09 ensaios, sendo trés experimentos
com ingredientes puros (ensaios 1, 2 e 3), trés com misturas binarias (ensaios 4, 5 e
6), e um para mistura ternaria (ensaio 7), com duas repeticbes no ponto central
(ensaio 8 e 9), conforme Tabela 3. A realizacdo dos ensaios foi de forma aleatéria.
Em paralelo aos ensaios delineados foi realizado um ensaio controle, utilizando a
mesma formulacdo descrita na Tabela 2, exceto fibras, sendo que o volume de EHS
foi ajustado para 90,7% para adequar as proporg¢oes dos ingredientes.

Foram avaliadas as seguintes funcdes respostas nos produtos fermentados:
acidez (Y+), viscosidade (Y>), sinerese (Y3), firmeza (Y4) e contagem de Lactococcus
lactis (Ys).

Para analise de regressao e variancia e superficie de resposta foi utilizado o
software Statistica 7.0 (STATSOFT, 2004).

4.4 1 Procedimentos Analiticos

4.41.1 Acidez

A acidez foi determinada conforme o método 016/IV do Instituto Adolfo Lutz
(2008), com titulagdo com NaOH 0,1M. O resultado foi expresso em g de acido

lactico.100g™" de produto.
4.4.1.2 Viscosidade

A viscosidade foi determinada utilizando Viscosimetro digital Brookfield,
utilizando spindle 4, velocidade de 12 rpm, em 600 mL de amostra acondicionadas
em béquer e mantidas a temperatura de refrigeracdo por 12 h apéds
homogeneizacao.
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4.41.3 Firmeza

Para analise de firmeza as formulagdes foram submetidas ao texturémetro
TA-XT2i (Stable Micro Systems), utilizando probe cilindrico de acrilico P 25/L,
profundidade de compressdo de 10mm, velocidade de compressao do sensor de
2mm/s, forca de trigger de 0,05 N e tempo de 0,5 segundos. Para o teste as
formulacdes foram acondicionadas, apdés homogeneizacao, em recipientes de 100
mL e foram analisadas ap6s 12 h de repouso sob refrigeracao.

4.41.4 Sinerese

A suscetibilidade a sinerese foi obtida adaptando-se o método de Guirguis et
al. (1984), pela drenagem, em cinco replicatas do produto fermentado sobre uma
malha de tecido tunil, colocada sobre funil acoplado a proveta graduada. A sinerese
(mL de exsudato.100g™" de produto) foi expressa como volume de exsudato coletado
apdés 2 h de refrigeracdo a 6°C. A sinérese foi determinada nas amostras apés
homogeneizacéao e repouso de 12h sob refrigeracao.

4.4.1.5 Contagem de Lactococcus lactis

Esta determinacao foi realizada em meio M17 (pH 7,2 £ 0,2), suplementado
com cicloheximida (200 mg.L"), por meio da semeadura em superficie e com
incubacgéo das placas a 30°C por 48 h, em anaerobiose (IRIGOYEN et al, 2005). O
resultado foi expresso em log UFC.g™" do produto. A confirmacéo foi realizada por
Coloracao de Gram.

4.4.5 Composicao Quimica

A avaliacdo da composicdo quimica foi realizada no primeiro dia de
armazenamento dos produtos de soja fermentado e otimizado segundo o
planejamento experimental. Foi determinado o teor de proteinas, lipidios, cinzas,
umidade e fibra alimentar total (AOAC, 2006). Para a determinacdo de fibra
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alimentar total foi empregado o método enzimatico-gravimétrico, através da agéao das

enzimas a-amilase, protease e amiloglucosidase (AOAC, 2006).
4.4.6 Analise das Condicoes Higiénico-sanitarias

As andlises microbiolégicas dos produtos fermentados com cultura de kefir
foram realizadas em triplicata, como critério higiénico-sanitario para posterior
submissdo das amostras a analise sensorial.

Foram considerados os padrdes exigidos para bebidas a base de soja e leites
fermentados como critério para a andlise, uma vez que a Resolugdo RDC n® 12, de 2
de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001) nao estabelece os padroes microbiologicos para
bebida fermentada a base de soja.

Foram realizadas Contagem de Coliformes a 45°C, Contagem de Bacillus
cereus e Pesquisa de Salmonella spp, seguindo a metodologia descrita na Instrucéao
Normativa n® 62 de 26 de agosto de 2003 (BRASIL, 2003b).

4.4.7 Andlise Sensorial

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina (UEL), conforme parecer n°
0163.0.268.000-10 (Anexo 1).

A avaliacdo sensorial das formulagdes do produto de soja fermentado foi
realizada, em cabines individuais, com luz branca e as amostras servidas em copos
plasticos de coloracao branca, com quantidades padronizadas (aproximadamente 30
g), refrigeradas a 10 + 2°C e codificadas com numeros aleatérios de trés digitos. As
formulacbes foram avaliadas ap6s assegurar que 0s niveis de patdégenos estavam
abaixo do padrao estabelecido pela legislacdo vigente (BRASIL, 2001).

Participaram da avaliacdo sensorial 68 provadores nao treinados, de ambos
0s sexos, constituidos de alunos, professores e funcionarios da UEL. A ficha
referente a coleta de dados do provador e o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido encontram-se, respectivamente, nos Anexo 2 e 3.

A andlise sensorial foi realizada através de um teste de aceitacdo de
atributos, onde os provadores receberam duas amostras (uma amostra do produto

otimizado com fibras e uma amostra sem adigcdo de fibras) monadicamente e de
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forma sequencial. Entre as amostras foi disponibilizado aos provadores agua mineral

e biscoito agua e sal para limpeza da cavidade bucal. Os provadores foram
instruidos a apontarem o quanto gostaram ou desgostaram do produto em relagéao
aos atributos de cor, aroma, textura, sabor e aceitagéo global, através de uma escala
hedbnica de nove pontos estruturados variando de “Desgostei Extremamente (1)” a
“Gostei Extremamente (9)” (STONE e SIDEL, 2004). A ficha utilizada encontra-se no
Anexo 4.

4.5 AVALIACAO DA ESTABILIDADE NO ARMAZENAMENTO DOS PRODUTOS FERMENTADO DE

SOJA cOM KEFIR

As caracteristicas de pH, acidez expressa em acido latico, sinerese,
viscosidade, firmeza e contagem de micro-organismos da cultura de kefir nos
produtos formulados foram avaliadas, por um periodo de 28 dias, em intervalos de 7

dias, com estocagem a 4°C.
4.5.1 Determinacdes Fisicas e Quimicas

O pH foi determinado utilizando um potenciémetro digital (Hanna, HI 223),
previamente calibrado com solu¢cdes tampdes comerciais pH 4,0 e 7,0. Foram
determinadas também a acidez (item 4.4.1.1) viscosidade (item 4.4.1.2), firmeza
(item 4.4.1.3) e sinerese (item 4.4.1.4).

4.5.2 Determinacgéo da Viabilidade Celular das Culturas de Kefir nos Produtos
Fermentados

A contagem de bactérias laticas foi realizada em meio MRS (pH 6,5 + 0,2),
suplementado com Cicloheximida (200 mg.L"). Foi realizada semeadura em
superficie e as placas foram incubadas a 30°C por 72 h, em anaerobiose
(IRIGOYEN et al., 2005). O resultado foi expresso em log UFC.g™" do produto. A
confirmacéo foi realizada por Coloracéo de Gram.

A contagem de Lactococcus spp foi determinada conforme o item 4.4.1.5.

A contagem de Leuconostoc spp foi realizada em meio MSE. Foi realizada

semeadura em superficie e as placas foram incubadas a 22°C por 4 dias (FONTAN
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et al., 2006). O resultado foi expresso em log UFC.g"' do produto e a confirmagao

realizada por Coloragao de Gram.

A contagem de leveduras foi realizada em Agar Extrato de Levedura Glicose
Cloranfenicol (YEGC) por semeadura em superficie e as placas incubadas a 25°C
por 5 dias, em aerobiose. As colbnias foram identificadas por analise microscopica
(FONTAN et al., 2006). O resultado foi expresso em log UFC.g™ do produto.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise das caracteristicas quimicas e funcionais das fibras de soja,
aveia e trigo foi aplicado a Analise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05)
para comparacao de médias.

Para andlise de regressao e variancia e superficie de resposta, foi utilizado o
software Statistica 7.0 (STATSOFT, 2004). As funcdes respostas obtidas foram
analisadas e o modelo canénico de Scheffé (1963) (Equacdo 3) foi ajustado aos
dados experimentais e testados os modelos linear, quadratico e cubico para a
obtencao dos respectivos coeficientes de regressao.

Y =B1X1 + BaXe + BaXs + B12X1 X2 + P13 X1 X3 + Paz Xo X3 + Braz X1 X2 X3, (EQ. 3)

onde y é funcao resposta dos dados observados, B+, B2, Bs, B12, B13, B2z € B123 Sa0 0S
coeficientes estimados da regressdo e xi, Xo € X3 S40 0sS niveis codificados das
varaveis dependentes, sendo 1> x; > 0 e > = 1,0. Para cada funcédo resposta
investigada, foram gerados gréaficos de superficie de resposta e parametros de
desejabilidade para otimizar a formulacédo do produto de soja fermentado com kefir e
adicéo de fibras.

Apbs a obtencao do produto otimizado, os dados referentes a composicao
quimica, cor e analise sensorial foram submetidos ao teste t. A avaliacdo da
estabilidade no armazenamento foi realizada pelo teste t para comparagdo do
produto otimizado e do produto sem adicdo de fibras no mesmo periodo de
armazenamento. A ANOVA e Teste de Tukey (p<0,05) foram realizados para
comparar alteragées no pH, acidez, viscosidade, firmeza, sinerese e contagem de

micro-organismos de kefir ao longo do armazenamento dos produtos.
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Os resultados foram expressos como meédia + desvio padrédo e foram

considerados significativamente diferentes quando p<0,05. Todas as andlises foram
realizadas utilizado o software Statistica 7.0 (STATSOFT, 2004).
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Os resultados obtidos estéo redigidos na forma de artigos cientificos.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi otimizar a formulacdo de produtos fermentados
de soja com kefir e fibras de soja, aveia e trigo e avaliar as caracteristicas das fibras
e dos produtos. Para a otimizacao foi utilizado o planejamento de misturas simplex-
centroide. Para formulagao foi utilizado o extrato hidrossoluvel de soja com misturas
de fibras de soja, aveia e trigo, sacarose e antiespumante, seguido de tratamento
térmico, resfriamento e adicao de aromatizantes. A fermentagao foi realizada a 25°C
com cultura de kefir até atingir o pH de 4,5 e os produtos foram resfriados,
homogeneizados e armazenados por 12h para andlise. A partir dos modelos
matematicos, superficie de resposta e desejabilidade foi formulado um produto
fermentado 6timo com 3% de fibra de soja que apresentou as melhores
caracteristicas de acidez, viscosidade, sinerese, firmeza e contagem de Lactococcus
lactis.

Palavras-chave: Fibras. Cultura starter de Kefir. Produto probiético. Otimizacdo de
formulacéo. Planejamento de misturas simplex-centrdide.

1 INTRODUCAO

O extrato hidrossoluvel de soja (EHS) possui aparéncia e composicao quimica
semelhante ao leite animal e pode ser utilizado como substrato para fermentacao por
bactérias lacticas (BEASLEY et al., 2003). O kefir & composto por uma mistura de
bactérias e leveduras responsaveis pela fermentacao acido-alcodlica. Alguns desses
micro-organismos sao resistentes a sais biliares, baixo pH, possuem propriedade de
adesado e capacidade de inibicdo de alguns patégenos intestinais. Portanto, o kefir
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pode ser utilizado como um alimento potencialmente probi6tico (ROMANIN et al.,

2010). Segundo a legislacao brasileira o Lactococcus lactis, micro-organismo que
compbe a cultura de kefir, € um probibtico e deve apresentar no produto uma
contagem minima de 10° UFC.g"' (BRASIL, 2007).

O consumo de fibras reduz o risco de doencas cardiovasculares, cancer de
colon e obesidade e exerce outros efeitos fisiologicos. A ingestdo diaria
recomendada de fibras é de 25 a 30g, sendo que 70 a 75% devem ser fibras
insoliveis e 25% a 30% de fibras soluveis (DELLO-STAFFOLO et al., 2004). As
fibras soluveis possuem também a propriedade de serem fermentadas pelas
bactérias do célon, produzindo acidos graxos de cadeia curta, principalmente
acetato, propionato e butirato (REDONDO-CUENCA et al., 2007).

A adicao de fibras em alguns produtos alimenticios, além de exercer efeitos
benéficos no organismo do humano, pode melhorar também as fungdes tecnoldgicas
como a formacdo de géis, retencdo de agua ou lipidios, aumento da viscosidade,
formacgéo e estabilizacdo de emulsbes e de espumas, modificacdo na textura e na
capacidade fermentativa dos produtos.

Produtos fermentados s&o usados como veiculo para incorporar nutrientes e
compostos bioativos. Entretanto, muitas pesquisas confirmaram alteracbes nas
caracteristicas dos produtos fermentados, ap6s a incorporagcdo de fibras
provenientes de frutas e cereais (SENDRA et al., 2010). Em produtos fermentados
como o iogurte, foram descritos a adicao de fibra de maca, trigo, bambu e inulina
(DELLO STAFFOLO et al., 2004). As fibras naturais apresentam beneficios em
produtos fermentados, pois conferem uma melhor textura e firmeza, reduzem a
sinerese o0 que resulta em um produto com propriedades sensoriais aceitaveis
(McCANN et al., (2011).

O objetivo deste trabalho foi otimizar a formulacdo de produtos fermentados
de soja com kefir e fibras de soja, aveia e trigo e avaliar as caracteristicas das fibras
e dos produtos com aplicacédo do planejamento de misturas simplex-centréide.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAS-PRIMAS E CULTURA STARTER

O EHS foi preparado com a cultivar de soja BRS 257, livre de lipoxigenases,
doada pela empresa Sementes Parana. Para formulacdo do produto de soja
fermentado, foram utilizados os seguintes ingredientes: fibra de soja (Mais Vita -
Yoki), aveia (Mastersense) e trigo (Mastersense). Os outros ingredientes como
sacarose, antiespumante e aromatizante artificial de leite (Prosabor) e aromatizante
artificial de baunilha (Dr. Oetker) foram adquiridos no comércio local.

Para fermentagdo foi utilizada cultura starter de kefir liofilizada (Sacco®-
Lyofast MT 036 LV), composta por linhagens mistas de Lactococcus lactis ssp. lactis,
Lactococcus lactis spp lactis biovar diacetylactis, Lactobacillus brevis, Leuconostoc e
Saccharomyces cerevisiae.

2.2 PREPARO DO EHS

O EHS foi preparado ap6s selecao e lavagem dos graos de soja. Os gréos na
proporcdo 1:10 (peso:volume; grdos de soja:dgua) foram macerados por 14h,
triturados e filtrados para obter o EHS e o residuo foi descartado.

2.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DO TIPO SIMPLEX-CENTROIDE PARA FORMULAGAO DE
PRODUTOS FERMENTADOS DE SOJA

Para otimizar a formulacdo de produtos fermentados de soja foi utilizado o
planejamento experimental para misturas do tipo simplex-centréide (SCHEFFE,
1963) com trés componentes de diferentes fibras (Xi= fibra de soja, Xo= fibra de
aveia e Xz= fibra de trigo) totalizando 09 ensaios (Figura 1). Os pontos 1, 2 e 3
(vértices do triangulo) corresponderam aos ingredientes de fibras de soja, aveia e
trigo, respectivamente. Os pontos 4, 5 e 6 foram as misturas binarias de dois
ingredientes. O ponto 7 (centro do triangulo) foi a mistura terndria dos trés
ingredientes. Os ensaios 8 e 9 foram as repeticées do ponto central.
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2.4 ESTUDO DA SUPERFICIE DE RESPOSTA E OTIMIZACAO

A qualidade do ajuste dos modelos aos dados experimentais foi verificada
pela analise de variancia (ANOVA) da regresséo e coeficiente de determinacao (R?).
As repeticbes forneceram os graus de liberdade para obter o erro puro e
consequentemente, a andlise da falta de ajuste. Todos os célculos e construcdes
dos graficos foram realizados utilizando o programa Statistica 7.0 (StatSoft Inc,
2004). A partir das funcgdes respostas investigadas as formulagdes foram otimizadas
a partir dos graficos gerados da superficie de resposta e parametros de
desejabilidade.

2.5 DESENVOLVIMENTO DA FORMULACAO DE PRODUTOS FERMENTADOS DE SOJA COM
KEFIR E FIBRAS

Foram realizados nove ensaios de misturas conforme especificado na figura
1. A composicao da formulacao controle (C) foi a mistura de 90,7% de EHS, 9% de
sacarose e 0,1% de antiespumante. Esta foi submetida ao tratamento térmico a
95°C por 15 min segundo recomendagdes de Ferragut et al. (2009) e apéds o
resfriamento até 25°C, foi adicionado 0,2% de aromatizantes de leite e baunilha e
envasadas em frascos de vidro de 600 mL. Em seguida foi fermentada a 25°C com
cultura de kefir (0,01 UC/L) até atingir o pH igual a 4,5 + 0,1. Os frascos foram
resfriados até 4°C, homogeneizados por 6 min em velocidade constante
(Homogeneizador Contrac, Mod. 1000) e armazenados no minimo por 12 h para
realizacdo das analises.

O planejamento experimental do tipo simplex-centréide (Figura 1) foi
desenvolvido aleatoriamente e 0s nove ensaios foram realizados igual ao controle.
Entretanto, nesses ensaios o volume de EHS foi ajustado para 87,7% para adequar
as proporcoes de até 3% (p/p) de fibras de soja (X;), fibras de aveia (X;) e fibras de
trigo (X3). Em todos os ensaios o teor de sélidos totais foi mantido constante, exceto
para a formulacéo do controle.

Os nove diferentes produtos fermentados com kefir foram avaliados pelas
seguintes funcdes respostas: y;= acidez (g de acido lactico.100g™" de amostra), y» =
viscosidade (centipoise), ys; =sinerese (mL de exsudato.100g™), ys = firmeza

(Newton) e ys = contagem de Lactococcus lactis (log UFC.g™"). O modelo canénico
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de Scheffé (1963) (Equacao 1) foi ajustado aos dados experimentais e testados os
modelos linear, quadratico e cubico para a obtencao dos respectivos coeficientes de
regressao.

y = B1.X1 + BaXe + BaXs + B12X1. X2 + B1a X1 X3 + PazXo X3 + Bras X1 X2 X3, (EQ. 1)

onde y é funcao resposta dos dados observados, B+, B2, Bs, B2, B13, B2z € B123 sS40 0S
coeficientes estimados da regressdo e x4, Xo € X3 S40 0S niveis codificados das

varaveis dependentes, sendo 1> x;>0e Y =1,0.
2.6 CARACTERIZACAO QUIMICA E FUNCIONAL DAS FIBRAS

A composicdo quimica das fibras de soja, aveia e trigo foi realizada em
triplicata conforme AOAC (2006). As caracteristicas funcionais das fibras foram
medidas pela capacidade de adsorcao de agua (CDA) conforme Vazquez-Ovando et
al. (2009), capacidade de absorcdo de agua (CAA) e capacidade de absorcédo de
6leo (CAO) conforme Okezie e Bello (1988) e volume de intumescimento (VI)
conforme Roberteson et al. (2000). A cor das fibras de soja, aveia e trigo, em
triplicata, foi medida em colorimetro Minolta CR-400 (Konica Minolta Sensing, Inc.),
com iluminante D65 e os resultados foram expressos conforme o sistema CIELAB
(L*, a* e b¥).

Os dados referente a caracterizacao das fibras foram submetidos a Analise de
Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey para comparacao de médias (p<0,05).

2.7 CARACTERIZAGAO D0OS PRODUTOS FERMENTADOS DE SOJA

O pH dos produtos fermentados foi determinado em potenciémetro digital
(Hanna, HI 223). A acidez foi medida por titulacdo com NaOH 0,1M e expresso em g
de acido lactico.100g”" de amostra. A viscosidade foi determinada utilizando o
viscosimetro digital Brookfield, com spindle 4, velocidade de 12 rpm, em 600 mL de
amostra a 4 = 1°C e o resultado foi expresso em centipoise. A sinerese, em cinco
replicatas, foi medida conforme modificacado da metodologia descrita por Guirguis et
al. (1984), no qual foi utilizado o tecido tunil sobreposto sob uma peneira para
drenagem. A sinerese foi expressa como mL de exsudato.100g” de amostra. A
firmeza foi avaliada pelas medidas realizadas no texturébmetro TA-XT2i (Stable Micro
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Systems), com probe cilindrico de acrilico P 25/L, profundidade de compressao de
10mm, velocidade de compressao do sensor de 2mm/s, forca de trigger de 0,05 N e
tempo de 0,5 segundos. A firmeza foi expressa em N. A contagem de Lactococcus
lactis foi realizada segundo Irigoyen et al. (2005) e expressa em log UFC.g™" de

produto.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO DAS FIBRAS DE SOJA, AVEIA E TRIGO

As fibras de soja, aveia e trigo apresentaram diferengas na composicao
quimica (Tabela 1) e caracteristicas funcionais (Tabela 2), devido a diferentes
formas de processamento para sua obtencao e origem. O teor de umidade e cinzas
das fibras apresentaram diferencas significativas. O teor de proteinas e lipidios da
fibra de soja foi significativamente maior do que as fibras de aveia e trigo. O teor de
fibra total, soluvel e insoltuvel foi maior na fibra de trigo, seguido da fibra de aveia e
soja. As CDA, CAA e VI da fibra de soja foi maior e diferiram das fibras de aveia e
trigo, devido o elevado teor de proteinas da fibra de soja, reduzido teor de proteinas
na fibra de aveia e auséncia na fibra de trigo (Tabela 1). Segundo Damodaran et al.
(2010) a capacidade de hidratagdo das proteinas esta diretamente ligada a
quantidade de residuos de aminoacidos carregados e as moléculas de dgua podem
ligar-se a diversos grupos funcionais nas proteinas. A fibra de trigo apresentou maior
CAA e VI do que a fibra de aveia (Tabela 2), devido a sua propriedade de hidratacao
que também pode ser influenciada pela quantidade das fibras sollveis. Segundo
Elleuch et al. (2011) a propriedade de hidratacdo também pode estar relacionada
com a estrutura, composicdo quimica dos polissacarideos, porosidade, tamanho de
particula, forgca i6nica, pH, temperatura, etc.

Além das propriedades de hidratagdo, as fibras possuem a capacidade
para reter o éleo. A fibra de trigo apresentou maior CAO do que a fibra de soja e
aveia (Tabela 2). Assim, as elevadas CAA e CAO da fibra de trigo (Tabela 2),
sugerem a possibilidade de utiliza-la como ingrediente em produtos fermentados.
Segundo Grigelmo-Miguel e Martina-Belloso (1999) as fibras com elevada CAA

podem ser aplicadas em alguns produtos alimenticios para evitar a sinerese e
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modificar a viscosidade e textura. As fibras com elevada CAO podem ser utilizadas
em alimentos ricos em gordura e emulsdes, uma vez que facilitam a estabilizacao.

A cor dos ingredientes utilizados na formulacao pode alterar a cor do produto
final. A cor mais clara da fibra de trigo, medida pelo parametro L*, foi maior do que
na fibra de soja e aveia (Tabela 3). O parametro a* (componente vermelho-verde) foi
maior para a fibra de soja, seguido da fibra de aveia e trigo. A fibra de aveia foi mais
amarela (b*: componente amarelo-azul), seguida das fibras de soja e trigo. Os
parametros de cor dos produtos também sao importantes para a comercializacao e
aceitacao do consumidor.

3.2 OTIMIZACAO DA FORMULACAO DE PRODUTOS FERMENTADOS DE SOJA COM KEFIR
E ADICAO DE FIBRAS

O pH dos produtos fermentados foi medido para controlar o término do
processo fermentativo. Os produtos fermentados de soja com kefir apresentaram pH
que variou de 4,41 a 4,62. Esta faixa de pH, segundo Chumchuere e Robinson
(1999), foi considerada como étima para formacgéo do gel de EHS.

A partir dos valores médios das respectivas funcées respostas (Tabela 4) dos
nove ensaios realizados e aplicacdo do planejamento experimental de misturas
simplex-centrdide (Figura 1), foram obtidos os modelos das equacdes y; (g de acido
lactico.100g" de amostra) y. (Viscosidade), ys (Sinerese) ys (Firmeza) e ys
(Contagem de Lactococcus lactis) com o0s seus respectivos coeficientes de
regressao e andlise de variancia dos modelos mateméaticos (Tabela 5). Os modelos
matematicos y, yo Vs y4€ y5apresentaram efeitos linear e quadratico significativos
ao nivel de 95% de probabilidade e o termo cubico nao foi significativo para todos os
modelos estudados. As equacdes dos modelos matematicos nao apresentaram falta
de ajuste significativa (p=0,05) e os coeficientes de determinacdo R? (Tabela 5)
foram respectivamente de 0,89, 0,92, 0,83, 0,72 e 0,94. Portanto, estes modelos
foram satisfatorios para explicar o efeito da adicao de fibras de soja, aveia e trigo na
formulacéo dos produtos fermentados de soja com kefir.

Para os produtos fermentados, apenas os termos lineares da acidez (fungao
resposta y¢) foram significativos. Entretanto, os termos quadraticos foram
considerados devido a contribuicAo no ajuste do modelo. Pelos coeficientes da
equacao (y1) a variavel X; (fibra de soja) apresentou uma elevada contribuicao
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seguido de variavel X; (fibra de trigo) e X» (fibra de aveia). Analisando a superficie
de resposta (Figura 2a), observa-se que ha uma tendéncia de aumentar o teor de
acidez com aumento do conteudo de fibra de soja (X;). A formulacdo do ensaio 1
contendo apenas fibra de soja apresentou maior teor de acidez (y) (Tabela 4). Para
aumentar a acidez algumas fibras podem ser adicionadas na formulacao de produtos
fermentados e, dessa forma, fornecer nutrientes e estimular a cultura starter
(FERNANDEZ-GARCIA e MCGREGOR, 1997). Os leites fermentados com kefir
devem apresentar de 0,5 a 1,5 g de &cido lactico.100g™" de amostra conforme a
legislacao brasileira (BRASIL, 2000). Para produtos fermentados de soja ainda néao
h&d um padrdo de qualidade estabelecido. Portanto, para obter um produto com
acidez neste intervalo, houve também a contribuicdo da fibra de soja (X;). Valores
similares de acidez em EHS fermentado foram relatados em outros trabalhos
(BEASLEY et al., 2003; CRUZ et al., 2009).

Para os produtos fermentados de soja com kefir e adicao de fibras a fungéo
resposta y.= viscosidade (centipoise) apresentou apenas o0s termos lineares
significativos. Pelos coeficientes da equacgado (y») a variavel X; (fibora de soja)
apresentou uma elevada contribuicdo seguido da varidavel X; (fibra de trigo) e em
menor contribuicdo a variavel X (fibra de aveia). Segundo Magenis et al. (2006), em
geral, a viscosidade de produtos fermentados € uma caracteristica muito importante
na qualidade do produto. As fibras soluveis contribuem na formagdo de sistemas
viscosos e, em baixas quantidades, também alteram as caracteristicas dos produtos.
A adicao de diferentes fontes de fibras como de bambu, maca e trigo ou inulina em
iogurte afeta a viscosidade (DELLO STAFFOLO et al.,, 2004). Analisando a
superficie de resposta (Figura 2b), observa-se a tendéncia de aumento linear da
viscosidade com o aumento do teor de fibra de soja (X1). A formulacdo do ensaio 1
contendo apenas a fibra de soja e a formulacdo do ensaio 5 contendo a mistura
binaria de fibra de soja e trigo apresentaram maior valor de viscosidade (y»). A
elevada viscosidade dos produtos fermentados estd relacionada com as
caracteristicas quimicas e funcionais da fibra de soja que apresenta maior teor de
proteina (Tabela 1) e maior CDA, CAA e VI (Tabela 2) do que as fibras de aveia e
trigo. Os polimeros soluveis de alta massa molar, como as proteinas, aumentam a
viscosidade, mesmo em concentracdes baixas € a viscosidade segue uma relacéao

exponencial com a concentragao de proteina (DAMODARAN et al., 2010).
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Com relagédo a sinerese (funcéo resposta ys) dos produtos fermentados de
soja com kefir e fibras apenas os termos lineares foram significativos. Pelos
coeficientes da equacao (y3) a variavel X; (fibra de soja) apresentou uma menor
contribuicdo seguido de variavel X; (fibra de trigo) e a variavel X, (fibra de aveia). A
superficie de resposta (Figura 2c) apresenta uma tendéncia linear de reducdo da
sinerese com o0 aumento do teor de fibra de soja (Xi). A formulagdo do ensaio 1
contendo apenas fibra de soja apresentou menor valor de sinerese (y3). Entretanto,
no ensaio 2 contendo apenas a fibra de aveia (Xz) € 0 ensaio 6 contendo a mistura
binaria de fibra de aveia e trigo apresentaram maior valor de sinerese (Tabela 4). A
sinerese reduzida esta relacionada também com as caracteristicas quimicas e
funcionais da fibra de soja, devido o elevado teor de proteina (Tabela 1) e maior
CDA, CAA e VI (Tabela 2) do que as fibras de aveia e trigo. Segundo Lucey (2001) a
sinerese também esta relacionada com a instabilidade da rede protéica, que reduz a
capacidade de ligar a fase aquosa do produto. Em iogurtes com leite, as principais
causas da separacao do soro sao a rapida acidificacdo, elevada temperatura de
incubacgao, tratamento térmico excessivo, baixo teor de sélidos totais, agitacdo
durante ou logo ap6s a formacgao do coagulo e baixa producao de acido com pH de
4,8 (LUCEY, 2001). Resultados de sinerese similares ao investigado foram obtidos
por Magenis et al. (2006) em produtos fermentados, no qual observaram que quanto
menor o teor protéico maior o valor de sinerese. No produto fermentado sem adicao
de fibras a formulacédo controle apresentou maior valor de sinerese devido 0 menor
contelido de sdlidos totais, conforme confirmado também por Unal et al. (2003).
Entretanto, Antunes et al. (2004) também observaram que, além da quantidade, a
composi¢ao do sélido também influencia a sinerese. Em iogurtes com leite a adigao
de diferentes fibras influenciou positivamente a sinerese conforme observado por
Sendra et al. (2010). As fungdes resposta y. (viscosidade) e ys (sinerese) foram
afetadas pela adicdo de fibras de soja que apresentou maior teor de proteinas
(Tabela 1). Portanto, para formulacdo de um produto de soja fermentado com kefir
com melhor viscosidade e sinerese recomenda-se a adicao de fibras de soja.

Em produtos fermentados as caracteristicas dos ingredientes adicionados
estao diretamente relacionadas com a firmeza (ANTUNES et al., 2004). Para funcéo
resposta ys= firmeza (N) dos produtos fermentados, apenas os termos lineares e
quadraticos foram significativos. O termo quadratico Bi2 nao foi significativo,
entretanto, foi considerado devido a contribuicdo no ajuste do modelo. Pelos
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coeficientes da equacao (ys) a variavel X; (fibra de soja) apresentou uma elevada
contribuicdo seguida da variavel Xz (fibra de trigo) e em menor contribuicdo a
variavel X, (fibra de aveia). Analisando a superficie de resposta (Figura 2d), observa-
se uma tendéncia de aumento da firmeza com a mistura binaria da fibra de soja (X1)
com a fibra de trigo (X3). O coeficiente do termo quadratico 13 da fungao resposta y,
(firmeza) foi positivo e confirma que a combinacao binaria de fibra de soja (X1) com
fibra de trigo (X3) apresenta um aumento na firmeza do produto fermentado. O
mesmo também pode ser observado na formulagao do ensaio 5 contendo a mistura
binaria da fibra de soja com fibra de trigo que apresentou maior valor de firmeza (y4).
O coeficiente do termo quadratico B12 da fungéo resposta (y4) foi negativo e confirma-
se que a combinacéo binaria da fibra de soja (X{) com a fibra de aveia (X2) diminuiu
a firmeza do produto fermentado. A adicdo de fibras naturais em produtos
fermentados contribui com a firmeza e diminuigdo da sinerese (MCCANN et al.,
2011). A adigdo de 1g.100mL™" de fibra de laranja em iogurte promoveu aumento na
firmeza do gel e cremosidade do produto (SENDRA et al.,, 2010). Contudo, em
iogurte de leite a adicdo de fibra de maca diminuiu a firmeza, enquanto que a fibra
de bambu e trigo aumentaram, sendo estes os preferidos pelos consumidores
(DELLO STAFFOLO et al., 2004).

Os probidticos sdo micro-organismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, afetam positivamente a saude do hospedeiro (FAO/WHO,
2001). Altas contagens desses micro-organismos em produtos foram sugeridas para
compensar a possivel reducao durante a passagem pelo estémago e intestino. Para
contagem de Lactococcus lactis, funcado resposta ys, apenas os termos lineares e
quadraticos foram significativos para os produtos fermentados de soja com kefir e
adicao de fibras. O termo quadratico Bi» ndo foi significativo, entretanto, foi
considerado devido a contribuicdo no ajuste do modelo. Pelos coeficientes da
equacao (ys) a variavel X; (fibra de soja) apresentou uma elevada contribuicao
seguido da variavel X3 (fibra de trigo) e em menor contribuicao a variavel X, (fibra de
aveia). A superficie de resposta (Figura 2e) apresenta uma tendéncia de aumento da
contagem de Lactococcus lactis com o aumento do teor de fibra de soja (Xj).
Conforme previsto na legislacdo brasileira todas as formulacdes (Tabela 1) sao
probiéticas devido a contagem minima de 6 log UFC.g™" (BRASIL, 2007). Beasley et
al. (2003) e Champagne et al. (2009) observaram que o EHS é um substrato
adequado para o crescimento de Lactococcus lactis, com contagens que variaram
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de 10% a 10" UFC.mL™". A formulagéo do ensaio 1 contendo apenas a fibra de soja
apresentou maior valor de contagem de Lactococcus lactis (ys), possivelmente
devido o maior teor de proteinas (Tabela 1). O mesmo também foi observado por
Champagne et al. (2009) que relataram que o crescimento das bactérias lacticas foi
estimulado com substratos que apresentaram maior capacidade tamponante devido
maior teor de proteinas. Os coeficientes dos termos quadraticos B12 e B13 da funcao
resposta ys foram negativos e indicaram que na formulacdo realizada com uma
mistura binaria de fibra de soja (X;) e aveia (Xz) ou fibra de soja (X4) e trigo (X3), a
contagem de Lactococcus lactis diminuiu. Em produtos fermentados, os efeitos da
adicdo de varios tipos de ingredientes sobre a atividade de culturas laticas depende
do tipo e da concentracdo destes ingredientes (CHAMPAGNE et al., 2009) e de
outros fatores como a presenca de prebibticos ou micronutrientes.

Foi possivel prever uma regido étima de formulacdo de um produto de soja
fermentado com kefir e adicdo de fibras a partir da analise das fungdes resposta
estimadas yi, y», ¥, V4 € Vs, superficie de resposta (Figura 2) e parametros de
desejabilidade (Figura 3). A desejabilidade global do produto formulado (Figura 3)
ocorreu quando xi=1, xo=0 e x3=0 que correspondeu ao ensaio 1 (Tabela 4) com
apenas 3% de fibra de soja (Xy), que apresentou caracteristicas 6timas de: maior
acidez (y1=0,514 g de &cido lactico.100g™" de amostra), maior viscosidade (y»=392,1
centipoise), menor sinerese (ys=8,1 mL de exsudato.100g™), firmeza adequada
(y4=0,204 N) e maior contagem de Lactococcus lactis (ys=9,48 log UFC.g™).
Portanto, ndo houve necessidade de validar o modelo proposto, uma vez que o
ponto 6timo coincidiu com o ensaio 1 contendo 3% de fibra de soja (X1).

4 CONCLUSAO
Foi otimizado um produto de soja fermentado com kefir e adicdo de 3% de

fibra de soja com melhores caracteristicas de acidez, viscosidade, sinerese, firmeza

e contagem de Lactococcus lactis.
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Tabela 1- Composicao quimica das fibras* de soja, aveia e trigo

Fibra de soja  Fibra de aveia  Fibra de trigo
Umidade (g.100g") 7,47 +0,01° 9,90 + 0,012 6,81 + 0,22°
Cinzas (g.100g") 4,03 +0,01° 3,57 +0,01° 5,37 + 0,012
Proteinas (g.100g") 38,40 + 0,372 1,78 + 0,23° 0,00 + 0,00°
Lipidios (g.100g") 1,26 + 0,212 0,36 + 0,08° 0,37 +0,08°
Fibra Soluvel (g.100g") 1,33 £ 0,30° 0,99 +0,13° 2,58 + 0,202
Fibra Insoluvel (g.100g7) 40,51 £0,61° 75,28 +0,15° 83,92+ 0,15°
Fibra Total (g.1009") 41,84+0,65°  76,27+0,18° 86,50 +0,30°

* base umida
Médias + desvio padrao na mesma linha acompanhadas de letras iguais nao diferem estatisticamente (p<0,05)
pelo teste de Tukey.

Tabela 2 - Caracteristicas funcionais das fibras de soja, aveia e trigo

Fibra de soja Fibra de Aveia Fibra de trigo
CDA (g de 4gua/g amostrabss) 0,284 +0,006° 0,153 +0,005° 0,146 +0,003°
CAA (g de agua/g amostra b.s.) 5,44 + 0,182 2,96 +0,28° 4,52 +0,38°
CAO (g de 6leo/g amostra b.s.) 1,66 +0,22° 1,96 +0,20° 3,20 + 0,202
VI (mL/g amostra b.s.) 9,7 +0,48° 3,2+0,31° 7,0 £0,07°

Médias + desvio padrao na mesma linha acompanhadas de letras iguais ndo diferem estatisticamente (p<0,05)
pelo teste de Tukey

CDA: capacidade de adsorgao de agua; CAA: capacidade de absorcdo de agua; CAO: capacidade de absorgao
de 6leo; VI: volume de intumescimento.

Tabela 3 — Parametros™ de cor das fibras de soja, aveia e trigo

Fibra de soja Fibra de Aveia Fibra de trigo
L* 62,30 + 0,02° 64,64 +0,02° 67,38 +0,13°
a* 1,65+0,012 1,50 +0,02° 0,48 +0,02°
b* 11,29 +0,01° 16,58 + 0,02° 9,71 +0,02°

Médias + desvio padrao na mesma linha acompanhadas de letras iguais nédo diferem estatisticamente (p<0,05)
pelo teste de Tukey.

* O parametro L* indica a luminosidade, onde 0 representa o preto e 100 representa o branco; a* indica o
componente vermelho-verde, onde o valor negativo indica cor verde e o valor positivo indica cor vermelha e b*
indica o componente amarelo-azul, onde o valor negativo indica cor azul e o valor positivo indica cor amarelo.
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Tabela 4 - Planejamento experimental simplex-centrdide e respectivas respostas
para acidez, viscosidade, sinerese, firmeza e contagem de Lactococcus lactis

Variaveis resposta*

Y1 y2 V] Ya V]
01 0,514 £ 0,003 392,10 £ 9,1 8,1 +£0,53 0,204 £0,008 9,48 +0,13
02 0,371 £0,006 160,05 + 8,9 21,2+132 0,157+£0,008 8,82 £0,06
03 0,412+0,006 267,80+23,0 157+059 0,170+0,008 8,93 +0,08
04 0,491 £0,008 222,20+ 7,1 13,8+1,09 0,141 +£0,013 9,00 0,02
05 0,431 +£0,007 35990+149 141+123 0,231 +0,010 8,95+0,05
06 0,426 £0,005 219,10+x18,7 19,2+2,04 0,154 +0,011 8,93 £ 0,07
07 0,445+0,009 26945+322 11,7+1,12 0,143+0,018 8,84 +£0,03
08 0,435 %0,005 261,10 £ 4,7 124+£053 0,194 +0,015 8,96 £0,02
09 0,456+0,017 27365+223 150+0,98 0,206 +0,019 9,00+0,12
c* 0,374+0,005 167,48+11,9 245+2,77 0,152+0,007 8,76 +0,06

Média + desvio padréo.
*y1= Acidez (g de acido lactico.1 OOg'1 de amostra), y»= Viscosidade (centipoise), y3= Sinerese (mL de
exsudato.1 009'1), y4= Firmeza (N), ys= Contagem de Lactococcus lactis (log UFC.g'1)
C** = Formulagao controle

Tabela 5 — Coeficientes de regressdao e andlise de varidncia dos modelos
matematicos™ ajustados as variaveis resposta

Variaveis Resposta**

Coeficientes

Y1 Vs )Z Vs
Linear
B1 0,501**  383,69*** 7,65"* 0,203*** 9,47***
B2 0,374***  141,74*** 20,17*** 0,154*** 8,84***
B3 0,399***  283,02*** 15,89*** 0,167 8,95***
Quadratico
B12 0,163 - -0,145 - 0,56
B13 - - 0,189*** - 0,97***
B23 0,107 - - -
Cubico
B123 - - - - -
R? 0,893 0,92 0,83 0,72 0,94
Falta de ajuste (p) 0,1456 0,0517 0,4883 0,9697 0,8022

* y= B1_X1 + BQ_XQ + B3,X3 + B12,X1_X2 + B13,X1__X3 + 823_X2__X3 + B123_X1__X2,X_3; xi=fibra de soja, xo=fibra de aveia,
xs=fibra de trigo
** v1= Acidez (g de &cido lactico.100g™" de amostra), y»= Viscosidade (centipoise), ys= Sinerese (mL de
exsudato.100g™), y4= Firmeza (N), ys= Contagem de Lactococcus lactis (log UFC.g™)
*** Significativo ao nivel de 5%
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& i Ensaios Proporcao de misturas*
x1 (X1) X2 (X2) X3 (Xa)
01 1,00(3) 0,00 (0) 0,00 (0)
02 0,00 (0) 1,00(3) 0,00 (0)
03 0,00 (0)  0,00(0) 1,00 (3)
05) o a'® 04 0,50 (1,5) 0,50 (1,5) 0,00 (0)
05 0,50 (1,5) 0,00 (0) 0,50 (1,5)
o 06 0,00 (0) 0,50 (1,5) 0,50 (1,5)
07 0,33 (1,0) 0,33(1,0) 0,33 (1,0)
08 0,33 (1,0) 0,33(1,0) 0,33 (1,0)
g . @ 09 0,33 (1,0) 0,33(1,0) 0,33 (1,0)
X1 {0d) X2

Figura 1 — Planejamento experimental de misturas do tipo simplex-centréide
*X1, X2 ¢ X3 = varidveis codificadas e X;= % de fibra de soja; Xo= % de fibra de aveia e Xs= % de fibra de
trigo
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5.2 ARTIGO B: CARACTERIZACAO E ESTABILIDADE DE PRODUTO DE SOJA FERMENTADO COM
KEFIR E FIBRA DE SOJA

CARACTERIZACAO E ESTABILIDADE DE PRODUTO DE SOJA FERMENTADO
COM CULTURA DE KEFIR E FIBRA DE SOJA

Tahis Regina Bat?, Sandra Garcia® e Elza louko Ida®

Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Estadual de
Londrina, caixa postal 6001, CEP 86051-970, Londrina, Parana, Brasil. E-mail:

2tahisbau@yahoo.com.br; Psgarcia@uel.br; Celida@uel.br.
Resumo

O objetivo deste estudo foi caracterizar um produto fermentado de soja com
cultura de kefir e adicdo de 3% de fibra de soja e avaliar a sua estabilidade no
armazenamento por 28 dias a 4°C. Para caracterizacao do produto fermentado com
adicao de fibra de soja foi determinado a composicao quimica, cor e analise
sensorial. A estabilidade foi avaliada pelas medidas de pH, acidez, viscosidade,
firmeza, sinerese e contagens dos micro-organismos da cultura de kefir. O produto
fermentado de soja com fibras apresentou composicao quimica e cor distintas do
produto fermentado sem adig¢édo de fibra. Os atributos de cor, aroma, textura, sabor e
aceitacao global apresentaram menor aceitacdo em relacdo ao produto fermentado
sem adicdo de fibras. Embora a viscosidade do produto fermentado com fibra de
soja aumentou ao longo do armazenamento, a firmeza e sinérese foram adequadas.
O crescimento das bactérias lacticas foi favorecido no produto fermentado com
adicdo de fibras de soja. Considerando a contagem de Lactococcus lactis spp do
produto fermentado com adicdo de 3% de fibras de soja este pode ser considerado
um probiético.

Palavras-chave: Fibras. Kefir. Produto fermentado de soja. Armazenamento.
Produto Probidtico.

1 INTRODUCAO

O mercado de alimentos funcionais e novos ingredientes tem aumentado
significativamente com finalidade de reduzir os problemas de saude e proporcionar
uma vida mais saudavel. A soja e seus derivados contém uma elevada quantidade
de componentes benéficos a saude, como proteinas, isoflavonas, fibras, acidos
graxos essenciais e oligossacarideos (LIU, 1997) e possui grande potencial de
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aplicacdo na industria alimenticia. Os produtos fermentados de soja podem ser
enriquecidos com compostos que possuem alegacdo de propriedades funcionais,
como fibras e probidticos.

O kefir € composto por uma mistura complexa de bactérias e leveduras
(URDANETA et al.,, 2007) que co-existem em uma associacao simbibtica,
responsavel pela fermentacdo acido-alcodlica. A producdo de bebidas de kefir
utilizando graos de kefir € uma pratica dificil. O uso de culturas definidas para a
producao de kefir esta em desenvolvimento com o inuito de padronizar o produto
(BESHKOVA et al., 2002). Em virtude da complexidade microbiana e dos efeitos
benéficos derivados do seu consumo, o kefir pode ser considerado uma fonte
adequada de micro-organismos com potencial probiético (ROMANIN et al., 2010).
Para proporcionar beneficios a saude, os produtos com probidticos devem
apresentar contagem minima de 10® UFC.g™" de produto fermentado (SHAH, 2007;
RAMCHANDRAN e SHAH, 2010). No armazenamento de produtos fermentados de
soja ocorre reducdo no crescimento desses micro-organismos probidticos e, de
acordo com Liong (2011), um dos desafios & garantir a sua estabilidade.

A incorporagdo de fibras na formulacdo de alimentos, além de promover
melhoria na saude do consumidor, pode também apresentar alteracées nas
caracteristicas do produto, como aumento na capacidade de retengdo de agua,
modificacdo das propriedades reoldgicas, cor, sabor e aroma e alteracdo da
estabilidade no armazenamento (IZYDORCZYK et al., 2008; FERNANDEZ-GARCIA
e MCGREGOR, 1997; MACCAN et al., 2011).

O efeito da utilizagcdo de fontes alternativas de fibras em produtos
fermentados de leite tem sido amplamente investigado (APORTELA-PALACIOS et
al., 2005; GARCIA-PEREZ et al., 2006; HASHIM et al., 2009; SENDRA et al., 2008;
SENDRA et al.,, 2010; DELLO STAFFOLO et al., 2004; EL-NAGAR et al., 2002;
TUDORICA et al., 2004). Entretanto, ndo ha descricao na literatura sobre a utilizacao
de fibras de soja em produtos fermentados de soja, bem como estudos sobre a
estabilidade no armazenamento.

O objetivo deste estudo foi caracterizar um produto fermentado de soja com
cultura de kefir com adicdo de fibra de soja e avaliar a estabilidade no

armazenamento.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIA-PRIMA E CULTURA STARTER

O EHS foi preparado com a cultivar de soja BRS 257, livre de lipoxigenases,
doada pela empresa Sementes Parana. Para formulacdo do produto de soja
fermentado, foram utilizados os seguintes ingredientes: fibra de soja (Mais Vita -
Yoki), sacarose, antiespumante, aromatizante artificial de leite (Prosabor) e
aromatizante artificial de baunilha (Dr. Oetker) que foram adquiridos no comércio
local.

Para fermentagdo foi utilizada cultura starter de kefir liofilizada (Sacco®-
Lyofast MT 036 LV), composta por linhagens mistas de Lactococcus lactis ssp. lactis,
Lactococcus lactis spp lactis biovar diacetylactis, Lactobacillus brevis, Leuconostoc
sp e Saccharomyces cerevisiae.

2.2 PREPARO DO EXTRATO HIDROSSOLUVEL DE SOJA E DO PRODUTO DE SOJA
FERMENTADO

O EHS foi preparado ap6s selecao e lavagem dos graos de soja. Os gréos na
proporcdo 1:10 (peso:volume; graos de soja:agua) foram macerados por 14h,
triturados e filtrados para obter o EHS e o residuo foi descartado.

As formulagdes contendo 87,7% de EHS, 3% de fibra de soja, 9% de
sacarose e 0,1% de antiespumante foram submetidas ao tratamento térmico a 95°C
por 15min segundo recomendacgdes de Ferragut et al. (2009) e apds o resfriamento
até 25°C, foi adicionado 0,2% de aromatizantes de leite e baunilha e envasadas em
frascos de vidro de 600 mL. Em seguida, foram fermentadas a 25°C com cultura de
kefir (0,01 UC/L) até atingir o pH igual a 4,5 £ 0,1. Apds a fermentacao, os frascos
foram resfriados até 4°C, homogeneizados por 6 min em velocidade constante
(Homogeneizador Contrac — Mod. 1000) e armazenados por 12 h para realizagao
das analises.

A partir dos estudos sobre a otimizacdo da formulacdo de produtos
fermentados de soja com kefir e fibras de soja, aveia e trigo foi estabelecido a
melhor formulagdo (KF) contendo 3% de fibra de soja. O produto formulado foi
armazenado por um periodo de 28 dias a 4°C. Em intervalos de 7 dias, foram
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avaliadas as caracteristicas de pH, acidez, viscosidade, firmeza, sinerese e
contagem de micro-organismos da cultura de kefir. Para efeito de comparagéo foi
preparado um produto fermentado controle (KC), sem adicao de fibras e o volume de
EHS foi ajustado para 90,7%.

2.3 CARATERIZACAO QUIMICA, COR E ANALISE SENSORIAL DOS PRODUTOS FERMENTADOS
DE SOJA COM KEFIR

Para caracterizacdo quimica dos produtos fermentados foi determinado, em
triplicata, o teor de proteinas, lipidios, cinzas, umidade e fibra alimentar total (AOAC,
2006). A cor, em dez replicatas, foi medida em colorimetro Minolta CR-400 (Konica
Minolta Sensing, Inc.), com iluminante D65 e os resultados foram expressos no
sistema CIELAB (L*, a* e b*).

Antes da realizagdo da analise sensorial as amostras foram analisadas
quanto a contagem de Coliformes a 45°C, Bacillus cereus e Pesquisa de Salmonella
spp, segundo Brasil (2003) e o projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de
Etica da instituicdo (parecer n° 0163.0.268.000-10). A analise sensorial foi realizada
por meio de um teste de aceitagdo de atributos com 68 consumidores néo treinados,
que receberam 30g do produto a 10°C, em copos plasticos descartaveis, codificados
com numeros aleatérios de trés digitos. As amostras foram servidas de forma
sequencial e foi disponibilizado aos provadores agua mineral e biscoito agua e sal
para limpeza da cavidade bucal. Para avaliar a aceitabilidade das formulagbes em
relacdo aos atributos cor, aroma, textura, sabor e aceitagdo global, os provadores
utilizaram uma escala hedénica estruturada de 9 pontos, variando de “desgostei
extremamente (1)” a “gostei extremamente (9)” (STONE e SIDEL, 2004).

2.4 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DO PRODUTO FERMENTADOS DE SOJA CcOM KEFIR
DURANTE O ARMAZENAMENTO

Os produtos fermentados e estocados por um periodo de 28 dias a 4°C e, em
intervalos de 7 dias, foram avaliados quanto: pH, acidez, viscosidade, firmeza,
sinerese e contagem de micro-organismos da cultura de kefir. O pH foi determinado
em potenciémetro digital (Hanna, HI 223). O teor de acidez foi medido por titulagao
com NaOH 0,1M e expresso em g de &cido lactico.100g™" de produto. As analises de
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viscosidade, firmeza e sinerese foram realizadas ap6s 12h de repouso da amostra
homogeneizada. A viscosidade foi determinada utilizando o viscosimetro digital
Brookfield, com spindle 4, velocidade de 12 rpm, em 600 mL de amostraa 4 +1°C e
o resultado foi expresso em centipoise. A firmeza foi avaliada pelas medidas
realizadas no texturbmetro TA-XT2i (Stable Micro Systems), com probe cilindrico de
acrilico P 25/L, profundidade de compressado de 10mm, velocidade de compressao
do sensor de 2mm/s, forca de trigger de 0,05 N e tempo de 0,5 segundos e as
amostras foram acondicionadas em recipientes de 100 mL. A firmeza foi expressa
em Newton. A sinérese, em cinco replicatas, foi medida conforme modificacdo da
metodologia descrita por Guirguis et al. (1984), no qual foi utilizado o tecido tunil
sobreposto sob uma peneira para drenagem. A sinérese foi expressa como mL de
exsudato.100g™" de amostra.

Foi realizada a contagem de bactérias lacticas e Lactococcus lactis
(IRIGOYEN et al., 2005), Leuconostoc sp e leveduras (FONTAN et al., 2006). Os

resultados das contagens foram expressos em log UFC.g™" do produto fermentado.
2.5 ANALISE DOS DADOS

Os dados referentes a composi¢cdo quimica, cor e analise sensorial foram
submetidos ao teste t. A avaliacdo da estabilidade no armazenamento dos produtos
fermentados foi realizada pelo teste t para comparacao dos produtos KC e KF no
mesmo periodo de armazenamento e a Analise de Variancia (ANOVA) e Teste de
Tukey (p<0,05) foram realizados para comparar alteracbes no pH, acidez,
viscosidade, firmeza, sinerese e contagem de micro-organismos de kefir ao longo do

armazenamento dos produtos KC ou KF.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO QUIMICA, COR E ANALISE SENSORIAL DOS PRODUTOS FERMENTADOS
DE SOJA COM KEFIR E ADIGAO DE FIBRA DE SOJA

A composicao quimica (Tabela 1) dos produtos fermentados de soja com kefir
e adicdo de 3% fibra de soja (KF) apresentou diferencga significativa em relacado ao
KC, devido o acréscimo e composicao da fibra de soja, exceto no teor de lipidios. O
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teor de umidade foi maior no produto controle (KC), devido a menor quantidade de
solidos totais. O teor de cinzas, proteinas e fibra total foi maior no produto KF.

Com relacao aos parametros de cor (Tabela 2) os produtos fermentados de
soja com kefir KF e KC apresentaram diferengas significativas. O parametro L* maior
no KC indica uma cor mais clara do que no produto KF. O pardmetro a*
(componente vermelho-verde) foi maior no produto KC. Valores de a* negativos
também foram obtidos por Cruz et al.(2007) para extrato de soja. O parametro b*
(componente amarelo-azul) foi menor no produto KC e foi observado que a adigéao
de 3% de fibra de soja conferiu uma coloragao mais amarelada no produto KF.

Para assegurar a inocuidade, para realizacdo da analise sensorial, 0s
produtos fermentados foram submetidos a analise microbiolégica e nao
apresentaram contagem de Coliformes a 45°C, Bacillus cereus e Pesquisa de
Salmonella spp. O teste aceitacao foi realizado com participacao de 68 provadores,
sendo 23 homens e 45 mulheres, com idade variando de 15 a 50 anos e 93 % dos
provadores relataram que consumiam produtos de soja e produtos fermentados. Na
analise sensorial (Tabela 2), avaliada pelos atributos de cor, aroma, textura, sabor e
aceitacdo global, o produto KC apresentou maior aceitacdo e diferiu
significativamente do produto KF. O KC apresentou valores superiores a 7 e o KF
apresentou valores médios entre 6,3 e 6,9. Na escala hedbnica a nota 6 indica que
0s provadores “gostaram regularmente” e a nota 7 indica que “gostaram
ligeiramente” do produto. Estes resultados sdo superiores aos descritos em outros
produtos fermentados de soja sem adicao de fibras, conforme relatado por Rinaldoni,
Campderrés e Padilla (2012) e similares aos obtidos por Hauly, Fuchs e Prudencio
(2005) ao suplementarem iogurte de soja com frutooligossacarideos. O produto de

soja fermentado apresentou caracteristica similar a de iogurte cremoso.

3.2 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DO PRODUTO FERMENTADOS DE SOJA COM KEFIR E
ADICAO DE FIBRAS DE SOJA DURANTE O ARMAZENAMENTO

3.2.1 pH e acidez
Ao longo do periodo de armazenamento a 4°C por 28 dias, o pH das

formulagdes KC e KF diminuiu até 14 dias e manteve-se até 28 dias, atingindo
valores de 4,09 = 0,01 e 4,17 = 0,02, respectivamente (Tabela 3). A queda do pH
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durante o armazenamento dos dois produtos fermentados KC e KF, segundo Lucey
(2004), pode ser atribuida ao crescimento das bactérias lacticas e producao de
acido. O pH inicial dos produtos KC e KF diferiram entre si com valores de 4,36 £ 0,0
e 4,4 + 0,01, respectivamente. Segundo Svensson (1999), formulacdes com maior
teor de proteina podem apresentar maior capacidade tamponante e retardar a queda
do pH do produto, conforme observado na formulacdo KF (Tabelas 1 e 3).
Considerando o mesmo periodo de estocagem (Tabela 3), a formulacao
contendo 3% de fibra de soja (KF) apresentou maior acidez do que a formulacao
sem adicao de fibras (KC). Segundo Fernandez-Garcia e McGregor (1997) algumas
fibras podem fornecer nutrientes ou fatores estimulantes para cultura starter, que
promovem maior acidez. A capacidade de algumas fibras em aumentar a acidez de
produtos fermentados também foi descrita quando utilizou-se a fibra de laranja
(GARCIA-PEREZ et al.,, 2006; LARIO et al., 2004) soja, arroz, milho, aveia e
beterraba (FERNANDEZ-GARCIA e MCGREGOR, 1997). Ao longo do periodo de
armazenamento, o produto KF apresentou acidez aumentada até 28 dias, sendo que

manteve o mesmo valor em 14 e 21 dias.

3.2.2 Viscosidade, Firmeza e Sinérese

Os produtos fermentados KC e KF, durante o armazenamento a 4°C por 28
dias, apresentaram diferencas significativas nas medidas de viscosidade, firmeza e
sinérese (Tabela 4).

A viscosidade do produto KC manteve-se constante durante o
armazenamento, enquanto que a viscosidade do produto KF aumentou
significativamente, indicando que a adicao de 3% de fibra de soja na formulacéo do
produto contribuiu para reforcar as ligagcdes do gel formado. Em iogurtes de leite,
resultados similares aos observados neste trabalho foram descritos por McCann et
al. (2011) e Garcia-Pérez et al. (2006) que adicionaram componentes da parede
celular de cenoura e fibra de laranja, respectivamente. A viscosidade do produto KF
foi maior do que o KC, sendo que em 28 dias de armazenamento o KF apresentou
uma viscosidade 5,5 vezes superior ao KC. A elevada viscosidade do KF pode ser
atribuida, segundo Fernandez-Garcia e McGregor (1997), aos componentes das
fibras, como os hidrocolbides, que interagem com as proteinas do produto
fermentado e favorecem o aumento da viscosidade. Ainda, a quantidade de proteina
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(Tabela 1) também pode ser responsavel pela diferenca de viscosidade entre as
duas formulagbdes. Segundo Damodaran et al. (2010), para a maioria das solugdes
protéicas, a viscosidade segue uma relacdo exponencial com a concentracdo de
proteina.

A firmeza é definida como a forca necessaria para produzir certa deformacéao
na amostra (VAN VLIET et al.,, 1991). A firmeza da formulacdo KF aumentou
significativamente a partir de 21 dias e manteve-se constante até 28 dias de
armazenamento. Em iogurtes de soja tratados termicamente a 95°C/15 min a
firmeza manteve-se constante apds o 7° dia de armazenamento (FERRAGUT et al.,
2009). Nas tabelas 1 e 4 observa-se que o produto fermentado KF contém maior teor
de proteinas e maior firmeza, respectivamente. Na formulacdo de iogurte de soja
Kovalenko e Briggs (2002) observaram que a viscosidade e firmeza do gel de
proteina de soja foram dependentes da concentracao de proteina. A adicao de fibras
também pode ser responsavel pela diferenca na firmeza entre os dois produtos
(Tabelas 1 e 4). Dello Stafollo (2004) e Sendra et al. (2010) também confirmaram
que a firmeza aumentou em produtos fermentados de leite com adicao de diferentes
tipos de fibras.

A sinérese foi definida como a separacdo espontanea do soro do produto
fermentado e é uma caracteristica muito importante durante o armazenamento
(PENG et al., 2009; ZARE et al., 2011). A sinérese do produto de soja fermentado
com kefir KF (Tabela 4) diminuiu significativamente até o sétimo dia e a partir do
décimo quarto até 28 dias o produto ndo apresentou sinérese. Entretanto, a sinérese
do KC diminuiu significativamente até 21 dias e manteve-se constante até 28 dias de
armazenamento. Ferragut et al. (2009) observaram que em iogurtes de soja, sem
adicao de fibras, a sinérese também diminuiu gradativamente. Em geral, a sinérese
dos dois produtos fermentados de soja com kefir foi baixa e similar aos indices
obtidos por Kovalenko e Briggs (2002) para iogurtes de soja. Segundo Ferragut et al.
(2009) a sinérese ocorre devido a uma pequena retracdo do gel causada pelo
estabelecimento de interagdes entre as moléculas durante o armazenamento.
Segundo Jaros (2002) e Unal et al. (2003) as formulagdes com menor contetido de
sélidos totais apresentam maior valor de sinérese, conforme observado no produto
sem adicao de fibras (KC). Entretanto, o produto KF apresentou maior teor de
proteina do que o produto KC (Tabela 1) e, portanto, menor sinérese. Segundo
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Damodaram et al. (2010) isso ocorre devido a boa capacidade de retencédo de agua
das proteinas.

Conforme Coggins et al., (2010) e Liong (2011), o aumento da viscosidade,
firmeza e a reducdo da sinérese podem ser devido a reducao do pH durante o
armazenamento de produtos fermentados que possibilita a contracdo do gel. Ainda,
a producao de exopolissacarideos pelas bactérias lacticas pode diminuir a sinérese
e aumentar a viscosidade e a firmeza durante o armazenamento do produto (JOLLY
et al., 2002). A cultura de Leuconostoc sp utilizada na fermentagédo do produto de
soja era produtora de exopolissacarideo. Os resultados obtidos neste estudo
indicam que a adicdo de 3% de fibras de soja conferiu maior firmeza e menor
sinérese no produto fermentado KF. McCann et al. (2011) observaram que a adicao
de particulas da parede celular da cenoura, em iogurte com baixo teor de gordura,

também ocasionou maior firmeza e menor sinérese.
3.2.3 Contagem de micro-organismos do produto fermentado com kefir

As contagens (log UFC.g') de bactérias lacticas, Lactococcus lactis,
Leuconostoc spp e leveduras dos produtos KC e KF diminuiram significativamente
(Tabela 5) até 28 dias de armazenamento a 4°C. A redugédo do pH e aumento da
acidez do produto fermentado durante o armazenamento inibiram o crescimento de
bactérias lacticas (MCCANN et al.,, 2011). Outros fatores como a presenca de
promotores ou inibidores de crescimento, presenca de peréxido de hidrogénio e
oxigénio, concentracdao de metabdlitos e nutrientes e capacidade tamponante do
meio também podem afetar a sobrevivéncia dos probiéticos durante a estocagem
(DONKOR et al., 2006). Segundo a legislacao brasileira o Lactococcus lactis € um
probiético e deve apresentar uma contagem minima de 10® UFC na porcéao diaria do
produto (BRASIL, 2007), que corresponde a 6 log UFC.g™", considerando uma
porcdo de 100g. Desta forma, os dois produtos KF e KC podem ser considerados
como probidticos devido a contagem minima de 7,9 log UFC.g™" apresentada durante
todos os dias de armazenamento. A formulagao controle (KC), a partir do sétimo dia
de estocagem, apresentou contagem de bactérias lacticas e Lactococcus lactis
menor do que a formulacdo com adicdo de fibra de soja (KF). A adicdo de fibras
reforcou o crescimento e a sobrevivéncia dos micro-organismos durante a

estocagem, conforme relatado também por Sendra et al. (2008). Segundo Saarela et
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al. (2006), as fibras podem proteger culturas probi6ticas em condi¢cdes de estresse
como a liofilizacao, desidratagdo e armazenamento. Enquanto que para Borderias et
al. (2005) as fibras podem alterar a capacidade fermentativa dos produtos. Para
Svensson (1999), as formulacbes com maior teor protéico podem aumentar a
sobrevivéncia dos micro-organismos probidticos durante o armazenamento,

conforme observado também neste trabalho (Tabelas 1 e 5).

4 CONCLUSOES

O produto de soja fermentado com kefir e adicdo de 3% de fibra de soja
apresentou composicao quimica e cor distintas do produto fermentado sem adigcéo
de fibra. Os atributos de cor, aroma, textura, sabor e aceitacao global apresentaram
maior aceitagdo para o produto fermentado sem adicdo de fibras. Embora a
viscosidade do produto fermentado com fibra de soja tenha aumentado ao longo do
armazenamento por 28 dias a 4°C, a firmeza e sinérese foram adequadas. O
crescimento das bactérias lacticas foi favorecido no produto fermentado com adicao
de fibra de soja. Pela contagem de Lactococcus lactis o produto pode ser
considerado um probidtico.
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Tabela 1- Composicao quimica dos produtos fermentados de soja com kefir e adicao
de 3% de fibra de soja

Produtos*

KC (g.100g™) KF (g.100g™)
Umidade 86,40 + 0,042 83,96 +0,21°
Cinzas 0,23 + 0,02° 0,37 +0,01?
Proteinas 211 +0,02° 3,24 + 0,022
Lipidios 1,01 +0,01° 1,13 +0,09°
Fibra Total 0,09 + 0,01° 1,21 +£0,012
Média + desvio padrdo na mesma linha acompanhadas de letras iguais nao diferem estatisticamente (p<0,05)

pelo teste t.
*Produtos: KC (produto de soja fermentado de soja sem adicao de fibra) e KF (produto de soja fermentado de
soja com 3% de fibra de soja).

Tabela 2 — Parametros de cor e analise sensorial dos produtos fermentados de soja
com kefir

Produtos*
KC KF
Cor**
L* 73,74 + 2,452 70,34 + 1,52°
a* -2,93+0,132 1,15+ 0,07°
b* 8,20 + 0,39° 9,57 +0,23°
Aceitacao Sensorial
Cor 7,6 +1,4° 6,9 +1,4°
Aroma 7,5+1,3 6,9+1,5°
Textura 7,6 1,3 6,7 +1,9°
Sabor 7,3+1,3 6,3+1,7°
Global 74+12° 6,5+1,5°
Média + desvio padrao na mesma linha acompanhadas de letras iguais nao diferem estatisticamente (p<0,05)
pelo teste t.

*Produtos: KC (produto de soja fermentado de soja sem adicao de fibra) e KF (produto de soja fermentado de
soja com 3% de fibra de soja).

** O parametro L* indica a luminosidade, onde 0 representa o preto e 100 representa o branco; a* indica o
componente vermelho-verde, onde o valor negativo indica cor verde e o valor positivo indica cor vermelha e b*
indica o0 componente amarelo-azul, onde o valor negativo indica cor azul e o valor positivo indica cor amarelo.
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Tabela 3 — Valores de pH e acidez dos produtos fermentados de soja com kefir
durante o armazenamento a 4°C

. Produtos*
Tempo (dias) KC KE
pH
1 4,36 + 0,00*° 4,44 £0,01"°
7 4,20 +0,02°° 4,28 +0,04%°
14 4,15 +0,01°° 4,21 + 0,022
21 4,13 +0,02°° 4,18 + 0,012
28 4,09 +0,01PP 4,17 +0,02H2
Acidez
(g de &cido lactico.100g™)

1 0,450 + 0,003%° 0,564 + 0,005"2
7 0,517 +0,012B° 0,662 + 0,007
14 0,567 + 0,029"B° 0,694 +0,012%2
21 0,604 +0,027"° 0,718 + 0,006
28 0,612 + 0,025"° 0,761 + 0,012

Média *+ desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras mailsculas iguais nao diferem
estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Média + desvio padrdo na mesma linha acompanhadas de letras minlUsculas iguais ndo diferem estatisticamente
(p<0,05) pelo teste t.

*Produtos: KC (produto de soja fermentado de soja sem adicdo de fibra) e KF (produto de soja fermentado de
soja com 3% de fibra de soja).
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Tabela 4 — Valores de viscosidade, firmeza e sinerese dos produtos fermentados de
soja com kefir durante o0 armazenamento a 4°C

. Produtos*
Tempo (dias) KC KE
Viscosidade

(centipoise)
1 2352 + 12,6 389,5 + 31,62
7 2495 +19,7P 639,3 + 4,52
14 2592 + 16,3P 922,8 + 51,92
21 2575 + 14,0M° 1114,3 + 95,8%2
28 252,0 +17,6™° 1400,7 + 52,672

Firmeza
(N)
1 0,174 + 0,003*P 0,258 + 0,011%2
7 0,175+ 0,010P 0,262 + 0,014%2
14 0,177 +0,004"° 0,278 + 0,013%2
21 0,161 + 0,004"BP 0,326 + 0,006"2
28 0,157 + 0,006°° 0,336 + 0,015™2

Sinérese

(mL de exsudato.100g™")

1 14,3 + 0,92 51+0,4™°
7 11,5 + 0,552 1,5 +0,3%P
14 8,4 +0,4%2 0,0 £ 0,0M°
21 5,8 + 1,02 0,0 £ 0,0"°
28 4,5 +0,6°° 0,0 +0,0™°

Média *+ desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras mailsculas iguais nao diferem

estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Média * desvio padrdo na mesma linha acompanhadas de letras minusculas iguais ndo diferem estatisticamente

(p=<0,05) pelo teste t.

*Produtos: KC (produto de soja fermentado de soja sem adicdo de fibra) e KF (produto de soja fermentado de
soja com 3% de fibra de soja).
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Tabela 5 — Contagens de bactérias lacticas, Lactococcus lactis, Leuconostoc sp e
leveduras dos produtos fermentados de soja com kefir durante o armazenamento a

4°C

. Produtos*
Tempo (dias) KC KE
Bactérias lacticas
(log UFC.g™)
1 9,23 + 0,03? 9,23 +0,1972
7 8,87 + 0,028° 9,06 + 0,087
14 8,71 +0,07°° 9,01 £ 0,052
21 8,28 + 0,05°° 8,49 + 0,09%2
28 7,98 + 0,015° 8,25 + 0,03%2
Lactococcus lactis
(log UFC.g™)
1 9,12 + 0,042 9,02 + 0,04%°
7 8,91 + 0,05™° 9,35 + 0,022
14 8,67 + 0,05°° 9,03 + 0,07%2
21 8,31 + 0,152 8,43 + 0,132
28 7,97 + 0,09°° 8,37 + 0,012
Leuconostoc sp
(log UFC.g™)
1 8,89 + 0,07*? 8,64 + 0,142
7 8,84 +0,2172 8,80 + 0,052
14 7,86 + 0,095° 8,61 +0,3372
21 7,24 + 0,052 7,73 +0,44%2
28 7,20 +0,17°P 7,55 +0,07%2
Leveduras
(log UFC.g™)
1 4,91 + 0,032 4,61 +0,147°
7 4,50 + 0,0752 4,28 + 0,08%°
14 4,50 + 0,2252 4,29 + 0,16%2
21 4,51 +0,0752 4,22 +0,02%°
28 4,18 + 0,02¢2 3,62 +0,11™P

Média *+ desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras mailsculas iguais nao diferem
estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Média + desvio padrdo na mesma linha acompanhadas de letras minlUsculas iguais ndo diferem estatisticamente
(p<0,05) pelo teste t.

*Produtos: KC (produto de soja fermentado de soja sem adicdo de fibra) e KF (produto de soja fermentado de
soja com 3% de fibra de soja).
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6 CONCLUSOES

Foi possivel otimizar um produto de soja fermentado com cultura de kefir e
adicao de 3% de fibra de soja, aplicando o planejamento de misturas simplex-
centréide e avaliando as medidas de acidez, viscosidade, sinerese, firmeza e
contagem de Lactococcus lactis.

O produto otimizado apresentou composicdo quimica e cor distintas do
produto fermentado sem adicéo de fibra.

Os atributos de cor, aroma, textura, sabor e aceitacdo global apresentaram
maior aceitacédo para o produto fermentado sem adicao de fibras.

A firmeza e sinerese foram adequadas no produto armazenado por 28 dias a
4°C, porém com aumento da viscosidade.

O crescimento das bactérias lacticas foi favorecido e, pela contagem de
Lactococcus lactis, o produto fermentado com adi¢cdo de 3% de fibras de soja pode

ser considerado um probidtico.
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ANEXO 1
Termo de Aprovacao do Projeto do Comité de Etica

Fr ™ Universidade
FE-TH Estaclual de Londrina
EcinTi ol Fids L il e kdd
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Universidada Esladual de Landrnal Hospial Universilaria Fegional Marte do Parand

_ Reglstra CONEP 268
Parecer de Aprovagao N° 195M0
CAAE N° 0163.0.268.000-10 Londring, 21 de setembro de 2010,
FOLHA DE ROSTO N* 362646

PESQUISADORA: ELZA TOUEO IDA
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SCADCTAIPOS-GRADUAGAO EM CIENCIA DE ALIMENTOS

Frezada Senhora:

O “Comité de Efica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Unlversidade
Estadual de Londrinal Hospital Universitario Regional Norte do Parand” t
de scordo com as orienfagdes da Resolucdo 1968/96 do Conselho Nadional de SaldeMS e
Resolughes Complementares, avaliou o projeto:

“DESENVOLVIMENTO DE PRODUTO PROBIOTICO A BASE DE S0JA."

Situagdo do Projeta: AFROVADO

Informamos que devera ser comunicada, por escrits, qualquer modificaclic que ocoma no
_dasanwulmmentu da pesquisa, bem como devera aprasentar so CEP/UEL relstério final da pesguisa.

Alenclosamante,

Koo

Prof. Dra. Alexandrina Aparecida Maclel
Lovrdenadara
Carnitd de Etica em Pesquisa-CEP/UEL

: :ii:zzm“‘rhﬂlﬁznn T e T T T VT [ i Sy

- ki Sk v Lo K, i Wiy [} T TP mamn
IR - PAMRAA o BRI




111

ANEXO 2
Coleta de dados do Provador

Desejamos avaliar sensorialmente a aceitacdo de produtos fermentados de
soja com kefir contendo probiotico e fibras. Ser um julgador ndo tomara muito seu
tempo e ndo envolverd nenhuma tarefa dificil. A prova sera realizada no Laboratério
de Analise Sensorial do DCTA, leva em torno de 10 minutos. Se vocé deseja
participar do teste, por favor, preencha este formulario.

Dados Pessoais:

Nome

Telefone para contato:

E-mail:

1. Faixa etaria:

()15-25 2. Sexo _

() 25-35 ( )magcyllno

() 35-50 () feminino

( ) acima de 50 anos

3. Ocupacao: 4. Escolaridade
() aluno () 1°grau

() funcionério ()2°grau

() professor ()3°grau

( ) outro ( ) Pés-graduacéao

5. Gosta/consome bebida fermentada? ( ) Sim ( ) Néao
6. Gosta/consome produtos de soja? ( )Sim ( )N

7. Frequéncia de consumo de produtos a base de soja:

( ) Nunca

( ) Ocasionalmente - vezes por ano

( ) Moderadamente - vezes por més

( ) Frequentemente - vezes por semana

8. Frequéncia de consumo de produtos fermentados contendo probioticos:
( ) Nunca

( ) Ocasionalmente - vezes por ano

( ) Moderadamente - vezes por més

( ) Frequentemente - vezes por semana

Frequéncia de consumo de alimentos fermentados contendo fibras:
Nunca

9.
(
(
(
(

)

) Ocasionalmente - vezes por ano

) Moderadamente - vezes por més

) Frequentemente - vezes por semana

10. Produtos que costuma consumir (7, 8 e 9).
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ANEXO 3

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido na Forma de Convite para os
Provadores do Produto de soja fermentado no Teste de Aceitacéo

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa “Desenvolvimento,
caracterizacao e estabilidade de produto de soja fermentado com cultura de
kefir e adicao de fibras” realizada no Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos/UEL, Londrina/PR. O objetivo da pesquisa € desenvolver um produto
fermentado a base de soja, utilizando cultura de kefir, que apresente boa aceitacao
sensorial. A sua participacao € muito importante, e ira requerer cerca de 10 minutos.
Vocé participara como provador e ird consumir produtos fermentados de soja
formulados e sera solicitado a dar sua opinido sobre o quanto gostou dos produtos
apresentados, avaliando os atributos cor, aroma, textura, sabor e aceitacao global.
Sera realizada uma sessdao e vocé poderda fazé-la no horario que tiver maior
disponibilidade. Gostariamos de esclarecer que sua participacdo é totalmente
voluntaria, podendo vocé: recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer
momento sem que isto acarrete qualquer O6nus ou prejuizo a sua pessoa.
Informamos ainda que as informacdes serdo utilizadas somente para os fins desta
pesquisa e serao tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a
preservar a sua identidade. O produto apresentado possui efeitos benéficos como a
diminuicdo no tempo de transito intestinal e auxilio na prevencdo de doencas
cronicas e a sua ingestdo nao traz riscos a saude. Informamos que o senhor nao
pagard nem sera remunerado por sua participagao. Garantimos, no entanto, que
todas as despesas decorrentes da pesquisa serdo ressarcidas, quando devidas e
decorrentes especificamente de sua participacdao na pesquisa. Caso vocé tenha
duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode nos contactar (Prof? Elza
louko Ida, DCTA/UEL, elida@uel.br, (43) 3371- 4080), ou procurar o Comité de Etica
em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na
Avenida Robert Kock, n? 60, ou no telefone 3371 — 2490. Este termo devera ser
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preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e

assinada e entregue a vocé.

Londrina, de de 2012.

Pesquisador Responsavel
Elza louko Ida
Prof? Orientadora

Tahis Regina Bau
Aluno de mestrado

Eu, , tendo sido devidamente esclarecido
sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa
descrita acima.

Assinatura:
Data:
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Ficha para Avaliagdo Sensorial: Teste de Aceitacao
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TESTE DE ACEITACAO

Nome:

Data:

Vocé esta recebendo uma amostra de produto de soja fermentado com kefir. Por favor,
avalie as amostras com relagao aos atributos cor, aroma, textura, sabor e aceitacao global,
segundo o grau de gostar ou desgostar, utilizando a escala abaixo:

( 9) gostei extremamente

( 8 ) gostei moderadamente

( 7 ) goste regularmente

( 6 ) gostei ligeiramente

( 5) néo gostei, nem desgostei
( 4 ) desgostei ligeiramente

( 3 ) desgostei regularmente

( 2 ) desgostei moderadamente
( 1) desgostei extremamente

AMOSTRA COR AROMA TEXTURA

SABOR

ACEITACAO
GLOBAL

Comentérios:
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Resumos Apresentados em Congressos

Campus Londrina

Determinacao de sinérese em um produto probiotico de soja adicionado
de fibras

Tahis Reging Bau*' (PG); Samdra Garcia' (PQ); Elza lowko Ida' (PO

'Universidade Estadual de Londrina, Depto. De Ciénca e Tecnologia de Alimentos, Rod. Celso Gasia Cid, Pr 445 Km 380,
Cx. Postal 6004, CEP 86051-880, Londrina-PR. “reilsbernc @ vefrow coune B

Falfavms Chave: Soa, probedtion, fermentacio, sindrese.

A 5042 e seus derivados contém componentes que
580 bendhicos & saldde humana & com grande polencial de
aplicacdo na indistria aimenticia. O extrato hidrossolivel
d= soia (EHS) tem qualidades que permitem selecionsdo
como aliernativa para obter bebidas fermentadzs com
probidticn, serdndo como uma affernafva de consumo
para individuos que apresentam alengias efou distlnbios
aimentares pela ingestao de keile. As fioras slimentares,
assm como o5 probidfcos, s80 classificados  como
ingredientes funcionais & 530 incomporados & diferentes
génercs  slmenticios. [eante dos  polencizis  elesos
funcionais da soja, fibras & dos prodficos, esie esiudo
fem por objetivo avaliar 3 singress em um produio
probidtico de soja adicionado de  diferenies  fioras,
fermentados por culfura starfer de iogurte e probidficos.

Materiais e Métodos

O EHS foi cbfdo da soja cultivar BRS 257 (fvre de
Bpoxigenases), falado  jermicamente {85 TA15min],
moculzdo com 0,01 UC/L & fermentado a 43°C%6h. Foi
uiizada a cultwra comercial cultura Lyofast SYAB 1
[Satco“'}. composta por Bnhagens de  Lactobaciius
acidophilus,  Biffdobactenum  animalis ssp. lacis,
Laciobacifus delbrrechi ssp. buigancus & Streplococous
thermophilus. Foram desenvolidas cinco  formulaghes,
sendo uma delas sem adicdo de firas e as demais com
adicio de 2% de fira de soja, miho, avels & tngo,
respectivamente. Segundo os isbricantes, os produtos
comercisis apresentzvam a seguinte composicio; fibra de
50ja (43% de fibra e 37% de proteing); fibra de milho (B0
da fiora); fiora de aveia (805 de fibra) e fira de tngo
(84, 5% de fibra). A sindrese fol determinada segundo
Guirguis =t al. (1384)".

Resultados e Discussao

A Tabsla 1
produios fermentados.

A adicio de fibras ni3o alelou & fermentagio do
EHS, excsio para a formulagso 3, que apressniou menor
pH & maior % de dcido lAdico.

O masor feor de solidos sollvess ol observado na
formulagio confendo fibra de soja, sendo que a5 demais
formulaghes nio dilerram da formulagio sem adigio de
fioras. O conteddo de sdlidos do EHS fem eleio sobre &
concentracdo de Acidos qQue s obem duante &
fermentagio, onde bebidzs com "Briz <65 apresentam
menor acidez, codgulo sem firmeza, baixa viscosidade e
alta sinerese’

apresenta a5 caracteristicas dos

Tabela 1. Caradlerisficas fisico-quimicas de produtos
probidticos de soja adcionado de fibras®

o= ¥ Acide 5. Sollwes Sintase

H‘H‘l" e Baclo) i "B Eml.lﬂlh':l
1 45:000"  0EEa0005° BA:0088" 420:3480"
z 48 =0018°  031e0011"  ES5s20088" 3100000
3 40008 034:0002"  EZso0se®  3m3s o4’
4 422000 03120008 E4:0400° 443:05TT
5 47 20095" 026 e0044°  EZs0088" 398088

CELII N TESETE
il el K e (e 050
“Forrubicss: 1 (aguis da sop e adicin da G 2 (ogue da sga el caned o da fbm
o s (eguis de eop eicxnedo dae b de mhol 4 (ogeis de g e nedo de
Bl s v S (ogura da s o S ol o da s da gl

=5 el pvesn rrmiech ooy b ok el

A singrese dos produtos waniow de 31 oa 443
mL100g", sendo o5 menores valores ohservados nas
formulacoes confendo fira de soja e milho. De acordo
com & lilera1uraJ, valores de sinérese shamo de F9%
podem s§er considerados safsfatoros. Segundo os
mesmos aulores, 8 presenca de fibras diminuwi & sindrese.
Entretanio, neste estudo somente as formulaghes 2 & 3
[comtendo fibra de sojs @ miho) apresentaram sindrese
inferior & formulacEo 1 (sem fibras). A menor sindrase da
formulagio 2 pode ser atibuida ao maior teor de proteina
da formulagdo, pois o sumento da concenfracso protéica
acamets modificagio da textura dos giis, intensificando a
retencEo de Agua pela matriz”.

Conclusdes

- A adigi0 de fibras afetou 3 lermentagio & & sinfrese dos
produtos fermentzdos,

- As fibras de soja & milho mostraram ser a5 mais
adequadas para evilar a sindrese, denfre as  fibras
avaladas.
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RESUMO 1: 1ll SECTAL (Simpdsio de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — UTFPR
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RESUMO 2: IX ERSCTA - Encontro Regional Sul de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

AVALIAGAO DA SINERESE DO PRODUTO DE SOJA FERMENTADO
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PALAVRAS CHAVE: Sinérese, produto de soja fermentado, fibras.
ABSTRACT

The syneresis is a defect found in fermented products and is the separation of serum from
the clot. The addition of the solid product, such as fiber, may reduce this defect, giving the
product the best features. The objective of this study was to evaluate the effect of
the addition of soy fiber, oatand  wheat on the syneresis of a fermented soy
product with kefir using the mixture design simplex-centroid. The results had demonstrated
that the formulations contending 3% of soy fibre had provided to a less syneresis compared
to the too much formulations.

INTRODUGCAO

A sinérese é o fenbmeno de separacdo do soro do coagulo do iogurte que ocorre
durante 0 seu armazenamento e resulta na formacao de uma camada de soro na superficie
do produto, que leva a rejeigao por parte dos consumidores (LUCEY, 2002).

As principais causas da separagcao do soro em géis acidos, como o iogurte, sdo a
rapida acidificagdo e uma alta temperatura de incubagao. Outras possiveis causas para este
fendmeno sado: tratamento térmico excessivo da mistura, baixo teor de soélidos totais,
agitacao durante ou logo apés a formagao do coagulo e baixa produgao de acido com pH de
4,8 (LUCEY e SINGH, 1998).

O extrato hidrossoluvel de soja (EHS) possui aparéncia e composi¢cdo semelhante ao
leite animal (JINAPONG et al., 2008), e pode ser utilizado como substrato para fermentacao.
A fermentacdo por bactérias lacticas € utilizada para melhorar o sabor e aumentar a sua
aceitabilidade (BEASLEY et al., 2003). O EHS pode ser utilizado para o crescimento dessas
bactérias, comumente utilizadas no preparo de produtos como iogurtes, queijos e bebidas
(CUENCA e QUICAZAN, 2004).

O desenvolvimento de ingredientes e produtos ricos em fibras aumentou
significativamente (CHAU e HUANG, 2003). A adi¢cdo de fibras, além de exercer efeitos
benéficos ao nosso organismo, pode melhorar as propriedades tecnolégicas destes
produtos.

Em alimentos, as fibras alimentares possuem funcdes tecnoldgicas que incluem a
formacdo de géis, retencdo de agua ou lipidios, aumento da viscosidade, formacao e
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estabilizacdo de emulsdes e de espumas (DIEPENMAAT-WOLTERS, 1993), modificagdo na
textura e na capacidade fermentativa dos produtos (BORDERAS et al., 2005). Ainda, a
adicao de fibras pode alterar o processamento e 0 manuseio do produto, bem como a sua
textura, cor, sabor e aroma (IZYDORCZYK et al., 2008). As fibras podem interagir com
outros componentes do alimento durante o processamento, e ocasionar alteragdes na
biodisponibilidade de nutrientes e modificacao nas caracteristicas do produto (FERNANDEZ-
GARCIA e MCGREGOR, 1997).

Para o controle da qualidade de produtos fermentados é importante a determinacao
de caracteristicas relacionadas a sua estrutura fisica. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a sinérese de um produto de soja fermentado com cultura de kefir com adigdo de
fibras de soja, aveia e trigo utilizando o planejamento de misturas.

METODOLOGIA

O EHS foi obtido da soja cultivar BRS 257 (livre de lipoxigenases), tratado
termicamente a 95°C por 15min, inoculado com 0,01 UC/L e fermentado a 25°C por 15h,
até atingir pH 4,5£0,1. Foi utilizada a cultura comercial de kefir Lyofast MT 036 LV (Sacco®),
composta por linhagens de Lactococcus lactis, Lactococcus lactis ssp. diacetylactis,
Lactobacillus brevis, Leuconostoc e Saccharomyces cerevisiae.

O planejamento de misturas simplex-centrdide foi utilizado para avaliar o efeitos da
adicao de diferentes ingredientes sobre a sinérese do produto fermentado. As variaveis
estudadas foram a fibra de soja (X,), fibra de aveia (X,) e fibra de trigo (X3), sendo que 3%
foi o nivel maximo de cada variavel, em relacao ao total da formulagcdo. Foram realizados
trés experimentos com ingredientes puros, trés com misturas binarias e um com mistura
ternaria, totalizando nove ensaios. Além de fibras, as formulagbes continham 9% de
sacarose, 0,1% de antiespumante e 0,2% de aromatizantes. A funcao resposta (Y) foi
medida pela sinérese expressa como mL de exsudato em 100g do produto.

A composicdo centesimal das fibras foi realizada em triplicata conforme AOAC,
(2006). A sinérese foi realizada em quintuplicata adaptando a metodologia descrita por
Guirguis et al. (1984), pela drenagem, em cinco replicatas, do produto fermentado sobre
tecido tunil sobreposto sob uma peneira. A sinérese foi expressa com volume de exsudato
(mL.100g™) coletado ap6és 2 h de refrigeracdo a 6°C. As andlises estatisticas foram
realizadas pelo programa STATISTICA 7.0 da StatSoft, Inc.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A fibra de soja apresentou teor de proteinas e lipidios significativamente maior que
as fibras de aveia e trigo (Tabela 1). A fibra de trigo apresentou maior quantidade de fibra
total, seguido da fibra de aveia e soja. Os teores de umidade e cinzas também
apresentaram diferenca significativa entre as amostras.
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Tabela 1. Composicao centesimal das fibras de soja, aveia e trigo (base umida)*

Umidade Cinzas Proteina Lipidios Fibra Total
(9-100g™) (9-100g™) (9-100g™) (9-100g™) (9-100g™)

Fibrade soja 7,47 +0,01° 4,03+0,01° 38,40+0,37% 1,26+0,21° 41,84+0,71°
Fibra de Aveia 9,90 +0,01® 3,57 +0,01° 1,78 +0,23° 0,36 + 0,08° 76,27 +0,20°
Fibradetrigo 6,81 +0,22° 5,37 +0,01* 0,00 + 0,00° 0,37 +0,08° 86,50 + 0,32°

*Médias * desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras iguais ndo diferem estatisticamente (p<0,05)

Os diferentes teores de proteina das fibras de soja, aveia e trigo podem exercer
grande influéncia na estabilidade fisica dos produtos fermentados. Segundo Amatayakul et
al. (2006), pode ocorrer diminuigdo do indice de sinérese em produtos fermentados que
apresentem maior teor de proteina, ja que pode ocorrer uma intensificagdo da retencao de
soro pela matriz protéica.

De acordo com Lan et al. (1995), os géis protéicos sdo formados por interagdes
intermoleculares resultando na formagdo de uma rede tridimensional de proteinas que
promovem a rigidez na estrutura formada.

O indice de sinérese variou de 8,1 a 21,2 mL.100g" nos produtos fermentados
conforme o planejamento de misturas (Tabela 2). A formulagdo contendo 3% de fibra de
soja apresentou indice de sinérese menor que as demais formulagdes. As formulacbes
contendo fibra de aveia (2 e 6) apresentaram valores elevados de sinérese, indicando que
sua adigéo pode afetar a estrutura do gel formado, provocando diminuicdo na capacidade de
retengdo de agua do produto.

Tabela 2. Planejamento experimental simplex-centroide e respectivas respostas para
sinérese*

Proporcao do Quantidade de ingrediente

Ensaio componente** - - Sinérese
s (variavel codificada) (9 defibra.100g” debase) ) 144,
X4 Xo X3 F.soja F.aveia F.trigo
01 1,00 0,00 0,00 3 0 0 8,1 +0,53
02 0,00 1,00 0,00 0 3 0 21,2+1,32
03 0,00 0,00 1,00 0 0 3 15,7 £ 0,59
04 0,50 0,50 0,00 1,5 1,5 0 13,8 £ 1,09
05 0,50 0,00 0,50 1,5 0 1,5 14,1 £1,23
06 0,00 0,50 0,50 0 1,5 1,5 19,2 £ 2,04
07 0,33 0,33 0,33 1 1 1 11,7+ 1,12
08 0,33 0,33 0,33 1 1 1 12,4 £ 0,53
09 0,33 0,33 0,33 1 1 1 15,0 £ 0,98

*Médias * desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras iguais ndo diferem estatisticamente (p<0,05)
**x1: fibra de soja; x,: fibra de aveia; xs: fibra de trigo

O modelo que melhor se ajustou aos dados experimentais foi o linear, e € dado pela
Equacéo 1.

Y=7,65.X; + 20,17.X, + 15,89.X5 (R?=0,83) (Equacdo 1)
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Onde Xi,Xo e X3 sdo as variaveis codificadas de fibra de soja, aveia e trigo,
respectivamente.

Os resultados obtidos neste trabalho foram similares aos encontrados por Magenis et
al. (2006), que verificaram que quanto menor o teor protéico dos produtos fermentados,
maior o indice de sinérese.

Pode ser observado que ocorre diminuicdo na sinérese com o aumento do

percentual de fibra de soja adicionado (Figura 1).

Fibra de Trigo
000 1,00

1,00 I
0,00 025

P Y
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Fibra de Soja Fibrade Aveia

Figura 1. Superficie de resposta para a sinérese (mL.100g™")

A sinérese esta relacionada com a instabilidade da rede protéica, que perde sua
capacidade de ligar a fase aquosa do produto (LUCEY, 2002).

Antunes, Motta e Antunes (2003), determinaram a capacidade de retengcdo de agua
de géis acidos de concentrado protéico de soro de leite e relataram que os maiores valores
de capacidade de retencdo de agua, de maneira geral, aconteceram nos géis com maior
concentracao protéica, tempo e temperatura de desnaturacgao.

O maior teor da fibra de soja (38,4%) pode ser o principal responsavel pela menor
sinérese apresentada pela formulagdo contendo fibra de soja. Entretanto, a formulacao
contendo fibra de trigo apresentou sinérese inferior (15,7%) a formulagdo contendo fibra de
aveia (21 %), indicando que as fibras também podem exercer efeito sobre a sinérese.

Para Aportela-Palacios et al. (2005), valores de sinérese abaixo de 39% podem ser
considerados satisfatorios. Os autores também concluiram que a presenca de fibras diminui
a sinérese. Os valores médios obtidos nesse experimento se encontraram abaixo do
recomendado.

Kailasapathy (2006) afirma que as culturas probiéticas produzem exopolissacarideos
que podem atuar como estabilizantes em alimentos, contribuindo para a estrutura de gel dos
iogurtes, prevenindo a quebra do gel e a sinérese.

Aryana & McGrew (2007) obtiveram valores de sinérese de 18,3 a 26,67% ao
avaliarem os atributos de qualidade de iogurtes com Lactobacillus casei e varios prebioticos.

CONCLUSAO
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A adicéao de fibras de soja, aveia e trigo exerceram influéncia sobre a sinérese dos
produtos fermentados de soja com cultura de kefir, sendo que a formulagao contendo 3%
fibra de soja apresentou as melhores condigbes para diminuicdo da sinérese no produto
fermentado.
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PALAVRAS CHAVE: Probiéticos, fibras, produto de soja fermentado.
ABSTRACT

The Lactococcus lactis. is microorganism that composes the culture of kefir and is
pointed by the Brazilian legislation as being probiotic. The staple fibres are functional
components that, beyond exerting beneficial effect to our organism, can act as
prebiotics, stimulating selectively the growth of the probiotics. The objective of this
work was to develop a product leavend with culture of kefir and staple fibres of soy,
oats and wheat, using the planning of mixtures simplex-centroid. The results had
demonstrated that the formulations containin 3% of soy fibre had provided to a bigger
development of Lactococcus lactis, in relation to the other formulations.

1 INTRODUCAO

Kefir € uma bebida fermentada de leite, composta por uma mistura complexa
de bactérias e leveduras (URDANETA et al.,, 2007) que co-existem em uma
associacao simbidtica, responsavel pela fermentacado acida-alcodlica. O principal
produto formado a partir do metabolismo microbiano é o acido lactico, seguido de
compostos como acetaldeido e diacetil, que conferem flavor. A presenca das
leveduras leva a formacdo de etanol e dioxido de carbono (LOPITZ-OTSOA et al.,
2006).

Além do valor nutritivo inerente a sua composicdo quimica, o kefir
desempenha um papel potencialmente benéfico na reducdo do risco de doencas
cronicas degenerativas (MORAES e COLLA, 2006). Algumas propriedades
benéficas podem ser citadas, como agdo antimicrobiana, antiinflamatoria,
cicatrizante e antialérgica (LEE et al., 2007; RODRIGUES et al., 2005), sendo
também indicado a pacientes em tratamento de doencas gastrintestinais, doencas
metabdlicas, hipertensdo, isquemia do coracdo e alergia (FARNWORTH e
MAINVILLE, 2003). Ainda, algumas espécies de lactobacilos e leveduras presentes
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no kefir demonstram efeito positivo na colonizacdo do intestino (KUMURA et al.,
2004).

Bactérias lacticas e varias cepas de leveduras encontradas no kefir
apresentam resisténcia a sais biliares e ao baixo pH, propriedade de adeséao e
capacidade de inibicdo de alguns patégenos intestinais (GOLOWCZYC et al., 2007;
GOLOWCZYC et al., 2008; ROMANIN et al., 2010).

Em virtude da complexidade microbiana e dos efeitos benéficos derivados do
seu consumo, o kefir pode ser considerado uma fonte adequada de microrganismos
com potencial probiético (ROMANIN et al., 2010), sendo apontado como um
alimento probiotico e funcional. O Lactococcus lactis, microrganismo que compde a
cultura de kefir, é apontado pela legislagdo brasileira como probidtico, e deve
apresentar uma contagem minima de 108 UFC.mL™" no produto (BRASIL, 2007).

As fibras compreendem qualquer material comestivel que ndo seja hidrolisado
pelas enzimas enddgenas do trato digestivo humano (BRASIL, 2003). O consumo de
fibra alimentar pode reduzir o risco de doencgas cardiovasculares, cancer de célon e
obesidade (CHAU e HUANG, 2004), e exercer um efeito fisico-mecanico; aumentar
o volume do bolo alimentar e das fezes e diminuir o tempo de transito intestinal
(SGARBIERI e PACHECO, 1999). As fibras solluveis possuem também a
propriedade de serem fermentadas pelas bactérias do célon, dando origem a 4cidos
graxos de cadeia curta, principalmente acetato, propionato e butirato (PIMENTEL et
al., 2005; REDONDO-CUENCA et al., 2007). Além dos efeitos benéficos ao nosso
organismo as fibras podem atuar como prebidticos, estimulando seletivamente o
crescimento dos probidticos (GIBSON, 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento de Lactococcus lactis do
produto de soja fermentado com cultura de kefir adicionado de fibras de soja, aveia e
trigo utilizando o planejamento de misturas simplex-centroide.

METODOLOGIA

O extrato hidrossoluvel de soja (EHS) foi obtido da soja cultivar BRS 257 (livre
de lipoxigenases), tratado termicamente a 95°C por 15min, inoculado com 0,01
UC/L e fermentado a 25°C por 15h até atingir pH 4,5+0,1. Foi utilizada a cultura
comercial de kefir Lyofast MT 036 LV (Sacco®), composta por linhagens de
Lactococcus lactis, Lactococcus lactis ssp diacetylactis, Lactobacillus brevis,
Leuconostoc e Saccharomyces cerevisiae.

O planejamento de misturas simplex-centréide foi utilizado para avaliar o
crescimento de Lactococcus lactis em produto fermentando contendo fibras. As
variaveis estudadas foram a fibra de soja (X;), fibra de aveia (Xy) e fibra de trigo (X3s),
sendo que 3% foi o nivel maximo de cada variavel, em relagdo ao total da
formulacédo. Foram realizados trés experimentos com ingredientes puros, trés com
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misturas binarias e um com mistura terndria, totalizando nove ensaios. Além de
fibras, as formulacées continham 9% de sacarose, 0,1% de antiespumante e 0,2%
de aromatizantes. A funcao-resposta (Y) foi a contagem de Lactococcus lactis,
expressa em log UFC.mL"™".

A composicdo centesimal das fibras foi realizada em triplicata conforme
AOAC, (2006). A contagem de Lactococcus lactis foi efetuada em Agar M17
suplementado com Cicloheximida (200 mg.L-1), com incubacdo a 30°C por 48 h, em
anaerobiose (IRIGOYEN et al., 2005). Os ensaios foram realizados em triplicata e as
analises estatisticas foram realizadas pelo programa STATISTICA 7.0 da StatSoft,
Inc.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicao dos ingredientes utilizados na formulacdo pode afetar o
crescimento dos microrganismos que compdem a cultura utilizada na fermentacao.

A fibra de soja apresentou 38,4% de proteinas, 4,03% de cinzas, 1,26% de
lipidios e 41,84% de fibra total. A fibra de aveia apresentou 1,78% de proteinas,
3,57% de cinzas, 0,36% de lipidios e 76,27% de fibra total e a fibra de trigo
apresentou 0% de proteinas, 5,37% de cinzas, 0,37% de lipidios e 86,50% de fibra
total.

Foi observado que a adicdo de fibras de soja, aveia e trigo afetou
significativamente o crescimento de Lactococcus lactis (Tabela 1).

Tabela 1. Planejamento experimental simplex-centréide e respectivas respostas da
contagem de Lactococcus lactis*

Propor¢ao do componente** Quantidade de ingrediente

. (variavel codificada) (g de fibra.100g™ de base) Funcao

Ensaios . _ . resposta (Y)

Xi Xo X3 F. soja aveia F.trigo (log UFC.g”)
1 1,00 0,00 0,00 3 0 0 9,48 + 0,13
2 0,00 1,00 0,00 0 3 0 8,82 + 0,06
3 0,00 0,00 1,00 0 0 3 8,93 £ 0,08
4 0,50 0,50 0,00 1,5 1,5 0 9,00 £ 0,02
5 0,50 0,00 0,50 1,5 0 1,5 8,95+ 0,05
6 0,00 0,50 0,50 0 1,5 1,5 8,93 +£0,07
7 0,33 0,33 0,33 1 1 1 8,84 +0,03
8 0,33 0,33 0,33 1 1 1 8,96 +0,02
9 0,33 0,33 0,33 1 1 1 9,00 £0,12

*Médias * desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras iguais nao diferem estatisticamente (p<0,05)
**x1: fibra de soja; xo: fibra de aveia; xs: fibra de trigo

A formulacdo contendo 3% fibra de soja (1) proporcionou crescimento de
Lactococcus lactis maior que as demais formulagdes. Entretanto, todas as
formulacbes podem ser consideradas probidticas, uma vez que apresentaram uma
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contagem minima de 10° UFC.mL™" conforme recomendacédo da legislacdo vigente
(BRASIL, 2007).

O modelo que melhor se ajustou aos dados experimentais é dado pela
Equacéao 1.

Y= 9,47.X1 + 8,84.X2 + 8,95)(3 - 0,56.X1.X2 - O,97.X1.X3 (Equagéo 1)
(R% = 0,94)

Onde X1,X2 e X3 sdo as variaveis codificadas de fibra de soja, aveia e trigo,
respectivamente.

O coeficiente de determinagdo alcancado (R® ajustado) foi igual a 0,954.
Joklega e May (1987) sugerem que para um bom ajuste de modelo, o R? ajustado
deve estar em pelo menos de 0,80. Portanto, pode-se afirmar que o modelo
quadratico obtido apresentou um bom ajuste aos dados experimentais.

Observa-se que ocorre aumento na contagem Lactococcus lactis com o
aumento do percentual de fibra de soja adicionado (Figura 1).

Fibra de Trigo
0,00 5100

Fibra de Soja Fibra de Aveia

Figura 1. Superficie de resposta para contagem (log UFC.g") de Lactococcus lactis.

As formulacdes contendo fibra de aveia e trigo exerceram pouca influéncia no
crescimento de Lactococcus lactis, quando comparado a formulacdo contendo 3%
de fibra de soja.

A formulacdo contendo fibra de soja pode ter estimulado o crescimento do
referido microrganismo por apresentar os oligossacarideos rafinose e estaquiose,
que podem atuar como prebioéticos (GIBSON e FULLER, 2000).

Além disso, a presenca de proteinas e outros micronutrientes (dados nao
mostrados) também é um fator que pode alterar o metabolismo microbiano. A
capacidade tamponante das proteinas pode ter interferido na contagem de
Lactococcus lactis, visto que a formulagdo contendo fibra de soja apresentou maior
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teor de proteina que as demais formulacdes. Segundo Giger-Reverdin et al. (2002),
a capacidade tamponante € um fator que pode influenciar na extensao e no perfil de

fermentacao dos alimentos.

CONCLUSAO

A adicao de fibras de soja, aveia e trigo exerceram influéncia sobre o
crescimento de Lactococcus lactis nos produtos fermentados de soja com cultura de
kefir, sendo que a formulacdo contendo 3% fibra de soja apresentou as melhores

condigdes, estimulando o crescimento do microrganismo.
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RESUMO 4: 92 SLACA — Simpésio Latino Americano de Ciéncia de Alimentos

DETERMINACOES FiSICO-QUIMICAS DE PRODUTO DE SOJA FERMENTADO COM
CULTURA DE KEFIR E ADICIONADO DE FIBRAS

BAU, T.R'.; MARTINS, B.C."; GARCIA, S',; IDA, E.I".

'Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Programa de Mestrado e Doutorado
em Ciéncia de Alimentos, Cx. Postal 6001, CEP: 86051-980, Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, Parand, Brasil. E-mail: tahisbau@yahoo.com.br

O extrato hidrossoluvel de soja (EHS) possui adequado valor nutricional e pode ser
utilizado para o preparo de bebidas fermentadas. O kefir € uma bebida fermentada
composta por uma mistura complexa de bactérias e leveduras que co-existem em simbiose.
As fibras alimentares sao ingredientes funcionais que conferem beneficios a saude e sua
adicao em produtos fermentados pode provocar alteragdes nas propriedades tecnolégicas.
O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteragées fisico-quimicas de produtos fermentados
de soja adicionados de fibra de soja, aveia e de trigo. O EHS foi preparado com soja cultivar
BRS 257 (livre de lipoxigenases), tratado termicamente (95°C/15min) e fermentado a
25°C/15h com cultura comercial de kefir (Lyofast MT 036 LV - Sacco®). Foram adicionados
3% de cada fibra aos produtos fermentados, totalizando 4 formulagbes, sendo uma sem
adicao de fibra. As fibras foram caracterizadas quanto a composicdo centesimal e, nos
produtos fermentados, foi determinado o pH, acidez, sinérese, viscosidade e firmeza. Os
ingredientes apresentaram diferenga na composigéo centesimal: fibra de soja (41,84% de
fibra total), fibra de aveia (76,27% de fibra total) e fibra de trigo (86,5% de fibra total). O
ingrediente fibra de soja, fibra de aveia e de trigo apresentaram teor de proteinas de 38,4%;
1,78% e 0%, respectivamente. Houve diferengas significativas (p<0,05) no pH e acidez das
formulacdes. Menor sinérese ocorreu na formulacdo contendo a fibra de soja e maior
sinérese foi na formulacdo sem adicao de fibra. As melhores propriedades tecnologicas do
produto fermentado com kefir foram observadas na formulagdo contendo fibra de soja, que
apresentou maior viscosidade, firmeza e retengao de agua.

Palavras chave: extrato hidrossoluvel de soja, kefir, fibras.
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RESUMO 5: 92 SLACA — Simpdsio Latino Americano de Ciéncia de Alimentos

AVALIACAO DA VISCOSIDADE DO PRODUTO DE SOJA FERMENTADO ADICIONADO
DE FIBRAS DE SOJA, AVEIA E TRIGO UTILIZANDO O PLANEJAMENTO DE MISTURAS

BAU, T.R'.; GARCIA, S'.; IDA, E.I".

'Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Programa de Mestrado e Doutorado
em Ciéncia de Alimentos, Cx. Postal 6001, CEP: 86051-980, Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, Parana, Brasil. E-mail: tahisbau@yahoo.com.br

As fibras alimentares tém sido investigadas devido as fungdes fisioldégicas que exercem no
organismo humano e por fornecerem produtos com caracteristicas sensoriais desejaveis. As
fibras possuem fungdes tecnoldgicas que incluem a formagao de géis, retengdo de agua,
aumento da viscosidade, modificacao na textura e na capacidade fermentativa dos produtos.
Ainda, podem interagir com outros componentes do alimento durante o processamento,
modificando as caracteristicas do produto. Considerando o potencial que o extrato
hidrossoluvel de soja (EHS) possui para o desenvolvimento de produtos fermentados e o
efeito benéfico da ingestao de fibras, o objetivo deste trabalho foi avaliar viscosidade do
produto de soja fermentado adicionado de fibra de soja, aveia e trigo, utilizando o
planejamento de misturas simplex-centréide. O EHS foi obtido da soja cultivar BRS 257
(livre de lipoxigenases), tratado termicamente (95°C/15min) e fermentado a 25°C/15h com
cultura comercial de kefir (Lyofast MT 036 LV - Sacco®). O nivel maximo de cada variavel
adicionado (X; = Fibra de soja; X,=Fibra de aveia e Xs=Fibra de trigo), foi de 3% em relagéo
ao total da formulag&o. Foram realizados 7 ensaios, sendo 3 com ingredientes puros, 3 com
misturas bindrias e 1 com a mistura ternaria. A viscosidade foi medida em viscosimetro
Brookfield, com spindle 4 e velocidade de 12 rpm. O modelo que melhor se ajustou aos
dados experimentais foi o linear (Yy = 384,26.X;+ 142,29.X, + 283,62.X3), sendo que 0
coeficiente de determinagéo foi de 92,42%. A melhor formula¢do do produto fermentado foi
quando adicionou 3% fibra de soja que conferiu maior viscosidade ao produto. A fibra de
soja apresentou 38,4% de proteinas e 41,84 % de fibra total.

Palavras chave: extrato hidrossollvel de soja, fibras, viscosidade.





