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RESUMO

Alimentos funcionais, que além de nutrientes basicos oferecem algum efeito
benéfico a saude do consumidor, tém tido um grande crescimento no mercado.
Nesse contexto, destacam-se os produtos probidticos, contendo micro-organismos
que conferem diversos beneficios ao organismo humano, principalmente ao trato
gastrointestinal. As fontes de probidticos sdo muito restritas aos produtos lacteos,
limitando o consumo desses micro-organismos, pois algumas pessoas nao podem
ou nao apreciam consumir leites e derivados. Dessa forma, o objetivo deste trabalho
foi elaborar uma bebida probidtica a partir do suco de laranja fermentado com
Lactobacillus casei NRRL B-442. Foi utilizado suco de laranja concentrado sem
adicado de conservantes e agucar, na diluigdo de 1:7. Um planejamento experimental,
no qual foram variados pH (4,7 a 6,7) e temperatura de fermentacao (15 a 37°C), foi
executado. O suco foi fermentado por 20 h e apds a fermentacédo foi armazenado
por 42 dias a 4°C. O pH e a temperatura de fermentacédo onde o L. casei apresentou
maxima viabilidade foi 6,0 e 30°C, respectivamente. Esses valores foram utilizados
para a elaboragcdo do suco de laranja final, que foi analisado a cada 2h durante a
fermentagdo e semanalmente durante a estocagem. Ao longo da fermentagéo e da
estocagem foram avaliados: crescimento, viabilidade, pH, cor, agucares e acidos
organicos. Apos a fermentagéo e a estocagem ocorreu redugéo do teor de agucares
e do pH como consequéncia da produgdo de acido latico pelo micro-organismo.
Apesar dessa reducdo, houve crescimento do L. casei e a sua viabilidade manteve-
se acima de 9 Log UFC/mL (10° UFC/mL) ao final de 42 dias de estocagem. O suco
elaborado nas condigdes otimizadas foi avaliado sensorialmente. A aceitagdo do
suco sem agucar, com sacarose e com estévia foi, respectivamente, 65, 84 e 64%.
De acordo com as médias hedonicas, ndo houve diferenga significativa na aceitagao
do suco com sacarose e estévia, no entanto, esses dois sucos diferenciaram-se
significativamente do suco ndo adogado. Conclui-se que o suco de laranja apresenta
grande potencial para tornar-se um novo alimento probiético, uma vez que propiciou
elevado crescimento e viabilidade do L. casei sem comprometer a qualidade
sensorial do produto, principalmente se for utilizado um agente edulcorante em sua
elaboragao.

Palavras-chave: probidtico, Lactobacillus casei, suco de laranja, fermentacao.



ABSTRACT

Functional foods, which in addition to basic nutrients offer some beneficial effect on
consumer health, have had a great growth in the food market. In this context, are
outstanding the probiotics products containing microorganisms which confer
numerous benefits to the human body, especially to the gastrointestinal tract. The
sources of probiotics are very restricted to dairy products, limiting the consumption of
these microorganisms, because some people can't or don't appreciate to consume
dairy products. In this way, the aim of this study was to elaborate a probiotic
beverage from fermented orange juice with Lactobacillus casei NRRL B-442.
Concentrated orange juice without adding preservatives and sugar in dilution 1:7 was
used. An experimental design changing pH (4.7 to 6,7) and fermentation temperature
(15 to 37°C), was carried out. The juice was fermented for 20 h and after the
fermentation it was stored by 42 days at 4 °C. The pH and fermentation temperature
where the L. casei presented maximum viability was 6.0 and 30 °C, respectively.
These values were used for the elaboration of final orange juice, which was
examined at each 2h during fermentation and weekly during storage. Along the
fermentation and storage have been assessed: growth, viability, pH, color, organic
acids and sugars. After fermentation and stocking, pH reduction occurred as a
consequence of latic acid production by micro-organism. Despite this reduction, there
was growth of L. casei and its viability remained above 9 Log CFU/mI (10° CFU/mL)
at the end of 42 days restocking. The orange juice prepared in optimized conditions
was sensorial evaluated. The acceptance of juice without sugar, with sugar and with
stevia was, respectively, 65, 84 and 64%. According to the hedonic means, there
was no significant difference in the acceptance of juice with sugar and stevia,
however, these two juices differ significantly from unsweetened juice. The orange
juice showed great potential to become a new probiotic food, since it provided high
growth and viability of L. casei without compromising the quality of the product.

Keywords: Probiotic; Lactobacillus casei; Orange juice; fermentation.
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1 INTRODUCAO

O mercado de alimentos funcionais tem apresentado um elevado
crescimento nos ultimos anos, o que reflete a preocupacdo e o interesse dos
consumidores em ingerir alimentos que confiram beneficios a saude. Dentre os
alimentos funcionais, destacam-se os que possuem culturas probidticas, ou seja,
micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,

conferem beneficios a saude do hospedeiro.

Os principais efeitos benéficos associados ao consumo destes micro-
organismos sao: regulacao da flora e funcao intestinal, reducédo da intolerancia a
lactose, melhora do sistema imunoldgico, inibicdo de patégenos, aumento da

absorcao de minerais e produgao de vitaminas.

Os produtos probidticos sdo encontrados majoritariamente em produtos
lacteos, como leite fermentado e iogurtes, sendo poucas as opgdes de alimentos

contendo culturas probidticas em produtos vegetais.

Dessa forma, considerando a relevancia dos alimentos funcionais na
saude humana, os beneficios ocasionados pela ingestdo de micro-organismos
probiodticos, o elevado consumo mundial de suco de laranja e que as fontes
alimentares de probidticos ainda sdao muito limitadas aos produtos lacteos, é de
fundamental importancia que novas bebidas probidticas sejam pesquisadas, a fim
nao s6 de ampliar o mercado desses produtos, mas de servir como opg¢ao aos que

nao podem ou nao apreciam o consumo de produtos lacteos

Primeiramente foi realizada uma introdu¢cdo sobre os micro-organismos
probidticos, com énfase na sua definicdo, efeitos benéficos associados ao seu
consumo, principais fontes alimentares dos mesmos e ingestdo recomendada. Em
seguida, comentou-se a importancia em se obter novas fontes alimentares que

veiculem micro-organismo probioticos, além dos produtos lacteos.



Posteriormente foi apresentada a avaliacido do crescimento e viabilidade
do L. casei no suco de laranja, bem como as alteragdes nas caracteristicas do suco
no que diz respeito a cor e teor de agucares e acidos organicos. Finalmente,
verificou-se a aceitagdo do suco de laranja fermentado por meio de analise

sensorial.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Alimentos Funcionais

Alimentos funcionais sao definidos como alimentos que em adicdo aos
nutrientes basicos, suprem o organismo com componentes que contribuem para a
cura ou reducéo do risco de desenvolver doengas (GERMAN et al., 1999; PRADO et
al., 2008; SHAH, 2007; URALA; LAHTEENMAKI, 2007).

Saher et al. (2004) ao estudarem a impressdo que consumidores tém a
respeito de alimentos funcionais, observaram que estes produtos sdo associados a
uma imagem positiva com relagdo aos beneficios a saude, sendo considerados um
novo caminho para se obter uma alimentagdo saudavel. Além disso, representam

inovagado quando comparados aos alimentos convencionais.

Os alimentos funcionais nédo constituem um grupo homogéneo, portanto,
suas caracteristicas ndo podem ser generalizadas, pois existem diferengas claras
entre os diferentes produtos alimenticios ditos funcionais. Dentre os principais
fatores que afetam a aceitabilidade e intengdo de uso destes alimentos, destacam-
se fatores demograficos (género, idade e nivel educacional) e estilo de vida (URALA;
LAHTEENMAKI, 2007).

O interesse no desenvolvimento de alimentos e bebidas funcionais tem
aumentado com potencial para melhorar a saude e bem-estar dos consumidores,
principalmente os que produzem efeito benéfico ao intestino, que dominam o
mercado de alimentos funcionais (LUCKOW; DELAHUNTY, 2004% PRADO et al.,
2008; SORENSON; BOGUE, 2005; THAMER; PENNA, 2006). Nesse contexto, a
ingestdo de fontes de micro-organismos probidticos esta crescendo como uma
tendéncia de consumo global (SHEEHAN et al., 2007; VERBEKE, 2005).



2.2 Alimentos Probhidticos

Uma suplementacdo sistematica da dieta com probidticos, prebioticos e
simbidticos pode manter um equilibrio da microbiota intestinal (COELHO; OLIVEIRA,
2009). Em virtude desse fato, o conceito de alimentos funcionais passou a
concentrar-se de maneira intensiva em produtos que podem exercer efeito benéfico
sobre a composicdo da microbiota intestinal. Os prebidticos e os probidticos

compdem esses alimentos funcionais (SAAD, 2006).

O termo “probidtico” é de origem grega, e significa “para a vida”
(COELHO; OLIVEIRA, 2009; FERNANDES et al., 2008). Este termo foi usado pela
primeira vez pelos veterinarios Lilly e Stillwel em 1965 para denominar substéncias
secretadas por micro-organismos que estimulavam o crescimento de outros micro-
organismos (CARAMIA et al., 2008; COPPOLA; TURNES, 2004; FOOKS et al.,
1999). Fuller et al. (1989) redefiniu o termo probiético como organismos vivos que
quando ingeridos exercem efeito benéfico no balango da flora bacteriana intestinal
do hospedeiro. Essa definicdo mostra que é necessario considerar a viabilidade da
célula para que haja a fungdo probidtica (FOOKS et al., 1999; SAAD, 2006;
TURGUT; CAKMAKCI, 2009; WAITZBERG, 2000).

Diversas outras definicbes de probidticos foram publicadas nos ultimos
anos, entretanto, a definicdo atualmente aceita internacionalmente é a de que os
probidticos sdo micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades

adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2002).

Os probiéticos sao alimentos ou suplementos microbianos que podem ser
usados para mudar ou regular o equilibrio intestinal, melhorando a saude do
hospedeiro. Eles contribuem para esse equilibrio uma vez que realizam uma
repopulagdo direta do meio intestinal (FARIA et al.,, 2006; MAHAN; ESCOTT-
STUMP, 2005; SAULNIER et al., 2009). Coelho; Oliveira (2009) comentam que os
probiodticos sdo considerados bioterapéuticos, bioprotetores, ou bioprofilaticos devido

a melhoria das propriedades da microflora nativa.



As formas mais comuns de probidticos sdo os géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium, uma vez que eles tém sido isolados de todas as porcdes do trato
gastrintestinal do humano saudavel (DOUGLAS; SANDERS, 2008; FERNANDES et
al., 2008; FOOKS et al., 1999; GUTIERREZ-LOPEZ; BARBOSA-CANOVAS, 2003;
MATTILA-SANDHOLM et al, 2002; SAAD, 2006; SAXELIN et al., 2008; SHAH, 2007;
SHEEHAN et al.,, 2007). No entanto, estes ndo sdo o0s unicos géneros com
caracteristicas probiéticas, Prado et al. (2008) e Shah (2007) citam que os géneros
Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc,

Saccharomyces, Propionibacterium

possuem espécies consideradas como micro-organismos probiéticos (Quadro 1).

Quadro 1: Micro-organismo com propriedades probidticas.

Lactobacillus Bifidobacterium | Qutras bactérias | Micro-organismos
acido lacticas ndo acido lacticos

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

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

L. casei B. bifidum Lactococcus lactis | Propionibacterium

freudenreichii

L. crispatus B. breve Leuconstoc Saccharomyces
mesenteroides cerevisiae

L. delbrueckii | B. infantis Pediococcus Saccharomyces

subsp. acidilactici boulardii

bulgaricus

L. gallinarum B. lactis Sporolactobacillus
inulinus

L. gasseri B. longum Streptococcus
thermophilus

L. johnssonii

L. paracasei

L. plantarum

Adaptado de Holzapfel et al. (2001).




O género Lactobacillus foi isolado pela primeira vez por Moro em 1900 a
partir das fezes de lactentes amamentados ao peito materno. Assumem a forma
bacilar ou cocobacilar, sdo Gram-positivos, ndo formadores de esporos, desprovidos
de flagelos e aerotolerantes ou anaerdbios (FERNANDES et al., 2008). Sdo ainda
fermentadores, produtores de acido lactico como resultado final da fermentacao de
carboidratos. (ROSA; FRANCO, 2002). Existem 56 espécies reconhecidas como
pertencentes a esse género, as mais utilizadas para fins de aditivo dietético séo L.
acidophilus, L. rhamnosus e L. casei (FERNANDES et al., 2008).

Na teoria, os probidticos podem ser responsaveis por alguns efeitos
colaterais, como: estimulagcédo excessiva do sistema imune, transferéncia genética e
infeccoes em individuos suscetiveis. Na pratica, no entanto, sdo extremamente raros
como causadores de infec¢gbes e varias cepas dos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium tém o status de GRAS (Generally Recognised As Safe) e muitas
outras tém um histérico de uso seguro ha anos em alimentos (DE VUYST et al.,
2008; DEL PIANO et al., 2006).

2.3 Importancia da microflora intestinal

De acordo com Caramia et al. (2008), a mucosa intestinal do adulto
contém uma superficie de aproximadamente 250m? com bilhdes de micro-
organismos de aproximadamente 500 espécies, sendo a maioria deles anaerobicos.
O intestino delgado contém apenas poucas espécies aderidas ao epitélio e algumas
outras bactérias em transito. O intestino grosso, no entanto, contém um dinamico e
complexo ecossistema microbiano com elevada densidade de bactérias, em
concentracdes de 10'°-10"* células por grama de contetdo intestinal (CANDELA et
al., 2008; DEL PIANO et al., 2006; UYENO et al., 2008).

A microflora intestinal apresenta varias funcdes metabdlicas, troficas e de
protecdo. As fungdes metabdlicas sao primariamente caracterizadas pela
fermentacgao de fibras dietéticas nao digeriveis (prebioticos), resultando na formacéao
de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), producdo de vitamina K e B12, além da

absorcdo de ions. As fungbes troficas sdo baseadas no controle da diferenciagao e



proliferacdo das células epiteliais, além do desenvolvimento e homeostase do
sistema imunoldgico. No que diz respeito a protegéo, ela esta relacionada ao efeito
contra patégenos, uma vez que forma uma barreira contra micro-organismos
invasores e potencializa a resposta imune do hospedeiro (ALMEIDA et al., 2009;
DEL PIANO et al., 2006).

Os AGCC exercem papel fundamental na fisiologia normal do célon, no
qual constituem a principal fonte de energia para os enterécitos e colondcitos,
estimulam a proliferagéo celular do epitélio, o fluxo sanguineo visceral e intensificam
a absorgao de sodio e agua (ALMEIDA et al., 2009).

Assim, a microbiota intestinal exerce influéncia consideravel sobre uma
série de reagdes bioquimicas do hospedeiro. Paralelamente, quando em equilibrio,
impede que micro-organismos potencialmente patogénicos nela presentes exergam
seus efeitos adversos (SAAD, 2006). Assim, a atividade metabdlica intestinal exerce
um impacto significante na saude e bem-estar geral do hospedeiro (ZIEMER,;
GIBSON, 1998).

2.4 Efeitos benéficos dos probidticos

O efeito mais importante relacionado aos micro-organismos probidticos é
seu papel inibitério aos micro-organismos patdégenos, no entanto, inumeros outros
efeitos benéficos sao atribuidos aos probidticos, dentre eles: reducado do colesterol,
promog¢ao da digestdo da lactose em individuos com intolerancia a esse carboidrato,
funcado intestinal, funcdo antitumoral, melhora do sistema imune, supressdo de
infeccbes por Helicobacter pylori, alivio da constipagao, equilibrio da flora intestinal e
aumento do valor nutritivo, por aumentar a absorcdo de minerais e produzir
vitaminas do complexo B (COPPOLA; TURNES, 2004; DE VUYST et al., 2008;
DOUGLAS; SANDERS, 2008; DROUAULT-HOLOWACZA et al., 2008; LUCKOW;
DELAHUNTY, 2004?%; SHAH, 2007; WAITZBERG, 2000; ZIEMER; GIBSON, 1998).



Douglas; Sanders (2008) e Turgut; Cakmakci (2009) enfatizam que esses
efeitos foram observados em uma unica cepa ou em um numero limitado delas,
mostrando que outras cepas da mesma espécie podem nao exercer o mesmo papel
na saude humana. Shah (2007) acrescenta que os beneficios observados sao
especificos para cada cepa, e ndo para cada espécie ou género e que uma cepa

nao conseguira, sozinha, apresentar todos os beneficios citados ao hospedeiro.

2.4.1 Inibicao de patdégenos

A barreira celular intestinal € a primeira linha de defesa contra o ataque
de patogenos, que pode ser melhorada com a produgdo de mucina e redugao da
permeabilidade intestinal. Estas previnem a penetragdo de organismos patégenos e
substancias toxicas na barreira intestinal. Determinadas proteinas sao importantes
para a adesao de probidticos a superficie das células e podem obstruir a adesao de
patdgenos a essa superficie (GILLILAND et al., 2002; SAULNIER et al., 2009).

De acordo com Candela et al. (2008), em condi¢des patolégicas, como
em diarréias ou terapia com antibiéticos, a microbiota intestinal pode ser depletada,
ocasionando efeitos negativos no bem-estar do hospedeiro e aumentando a
susceptibilidade de infecgdes por bactérias patogénicas. Shah (2007) comenta que
os probidticos tém mostrado eficacia como medida profildtica em terapias com
antibidticos. Esses efeitos positivos decorrentes da ingestao de probidticos ocorrem
em virtude do restabelecimento da microbiota balanceada, contribuindo para o
desenvolvimento normal do intestino e para uma maior eficacia na defesa contra a
invasdo bacteriana (GIRALT et al., 2008).

A modulagdo da microbiota intestinal pelos micro-organismos probioticos
ocorre através de um mecanismo denominado “exclusdo competitiva” (BETORET et
al.,, 2003; CAREY et al.,, 2008; COELHO; OLIVEIRA, 2009; WAITZBERG, 2000).
Estes organismos inibem o crescimento excessivo de bactérias patogénicas
mediante competicdo por locais de adesdo e nutrientes. Além disso, elas produzem

substancias bactericidas como: bacteriocinas, peroxido de hidrogénio, diacetil e



acidos organicos, que reduzem o pH intestinal e retardam o crescimento de
bactérias patogénicas sensiveis a acidos (COPPOLA; TURNES, 2004; MAHAN;
ESCOTT-STUMP, 2005; SAAD, 2006; SHAH, 2007; WAITZBERG, 2000).

Fooks et al. (1999) comentam que possivelmente os probiodticos atenuam
a viruléncia dos patogenos e bloqueiam os sitios receptores de toxinas. As
bifidobactérias diminuem a atividade de bactérias putrefativas que podem levar a
formacgao de substancias toxicas: amonia, aminas, substancias cancerigenas como
as nitrosaminas, estrogénios, acidos biliares secundarios, fendis e cresbis
(PACHECO, 2006).

As bacteriocinas sdo pequenas proteinas catibnicas, heterogéneas e
hidrofébicas, que apresentam de 20 a 60 residuos de aminoacidos, ponto isoelétrico
elevado, caracteristicas anfipaticas, variam consideravelmente quanto ao micro-
organismo produtor, ao espectro de agao, ao peso molecular e as suas propriedades
bioquimicas. A nisina, produzida por algumas cepas de Lactococcus lactis, é a
bacteriocina mais bem caracterizada atualmente. Descoberta nos anos 20, ela inibe
a multiplicacdo de bactérias Gram-positivas, incluindo patégenos como Listeria
monocytogenes e € a unica bacteriocina produzida comercialmente e legalizada
para utilizagdo em alimentos (ROSA; FRANCO, 2002).

Pereira; Gémez (2007) ao estudarem a atividade antimicrobiana do
Lactobacillus acidophilus contra micro-organismos patogénicos observaram que esta
bactéria produziu uma substancia extracelular e difusivel, que apresentou agao
inibidora sobre cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Carey et al.
(2008) ao estudarem o efeito de culturas probioticas sobre a expressao genética da
toxina Shiga produzida pela bactéria Escherichia coli O157:H7 observaram que os
géneros Lactobacillus, Pediococcus e Bifidobacterium foram capazes de reduzir a

producao desta toxina.

Os probidticos tém a capacidade de aderir a superficie do enterdcito
previamente colonizada por bactérias enteropatogénicas. Este comportamento é

fundamental para que a bactéria probidtica exergca atividade antagbnica contra



patdgenos, bem como a produgédo de substancias inibitérias, redugdo do pH luminal
e competicdo por nutrientes (CANDELA et al., 2008). Indrio et al. (2008) ao
avaliarem o efeito do uso de probidticos em recém nascidos pré-termo, observaram

melhora na motilidade e fungao gastrointestinal desse grupo de individuos.

A microbiota intestinal desbalanceada causa alteracbes como a diarréia
associada a infecgbes ou ao tratamento por antibiéticos, alergia alimentar, eczema
atopico, doengas inflamatorias intestinais e artrite. Assim sendo, a corregao das
propriedades de uma microbiota autéctone em desequilibrio constitui-se a base da
terapia por probioticos (SAAD, 2006).

2.4.2 Redugao da intolerancia a lactose

A ma absorcao da lactose é uma condicdo comum, em que a lactose, o
principal carboidrato do leite, ndo é completamente hidrolisada em glicose e
galactose, levando a sintomas gastrointestinais apés o consumo de produtos
lacteos. Uma vez que a hidrélise é realizada pela enzima [(3-D-galactosidade, a ma

absorcéo resulta da deficiéncia desta enzima (SHAH, 2007).

E geralmente observado que os produtos de leite fermentado, tais como
iogurte, sdo melhores tolerados do que o leite (COELHO; OLIVEIRA, 2009). Fooks
et al. (1999) e Saad (2006) atribuem a melhora da intolerancia a lactose pelo uso de
probidticos, em virtude dos mesmos produzirem a enzima [-D-galactosidade,

auxiliando a quebra da lactose no intestino.

2.4.3 Melhora do Sistema Imunologico

Diferentes cepas de probidticos podem estimular ou suprimir a resposta
imune. Os efeitos supressivos sdao manifestados pela redugdo na expressao de

citocinas, na proliferagao celular e aumento na apoptose (SAULNIER et al., 2009).



Com relacdo ao efeito estimulante no sistema imunolégico, os probidticos
podem estimular tanto a resposta imune nao-especifica quanto especifica. Acredita-
se que esses efeitos sejam mediados por ativagdo dos macréfagos, aumento nos
niveis de citocinas, aumento da atividade das células destruidoras naturais (NK -
“natural killer”) e/ou dos niveis de imunoglobulinas (D’ARIENZOA et al., 2008; SAAD,
2006).

De acordo com Coppola; Turnes (2004) a melhora no sistema imune esta
relacionado a capacidade dos micro-organismos probioticos interagirem com as
placas de Peyer e as células epiteliais intestinais, estimulando as células B
produtoras de IgA e a migracao de células T do intestino. Também podem favorecer
a atividade fagocitica inespecifica dos macréfagos alveolares, sugerindo uma acgéao

sistémica por secrecdo de mediadores que estimulariam o sistema imune.

Leblanc et al. (2008) ao estudarem o efeito da ingestdo de leite
fermentado contendo bactérias probiodticas sobre a imunidade intestinal e atividade
de macrofagos observaram que os niveis de IgA aumentaram no intestino delgado e
grosso. Além da IgA, IL-2, IL-10, IFN e TNF também tiveram seus valores

aumentados, melhorando a imunidade intestinal.

Varios estudos demonstram que o género Lactobacillus modula o sistema
imunoldgico contra alergias, apontando que a composi¢gdo da microflora intestinal
seria um elemento comum nas doengas alérgicas. As espécies de probiodticos
poderiam ter um papel na prevencgao e tratamento dessas doengas (CARAMIA et al.,
2008) e melhora na hipersensibilidade ao gluten observada na doenca celiaca
(D’ARIENZOA et al., 2008).

2.4.4 Reducao de lipidios séricos

O nivel de colesterol sérico, particularmente o LDL- colesterol € o maior
fator de risco para doengas coronarianas (SHAH, 2007). Apesar de poucos estudos

clinicos terem sido realizados, todos mostraram que a ingestdo de probioticos



exerceu influéncia sobre os lipidios de uma maneira similar, reduzindo os niveis de
colesterol total, da fracdo LDL e de triglicerideos (SAAD, 2006).

Os AGCC resultantes da fermentacdo dos carboidratos possivelmente
causam diminuigdo das concentragdes sistémicas dos lipideos sanguineos, por meio
da inibicao da sintese de colesterol hepatico e/ou da redistribuicdo do colesterol do
plasma para o figado (SAAD, 2006). Fooks et al. (1999) acrescentam que os
probidticos podem assimilar diretamente o colesterol ou interferir na sua absorgao

intestinal, o que levaria a redugao das suas taxas.

Fernandes et al. (2008) e Gilliland et al. (2002) comentam que algumas
bactérias lacticas possuem atividade de sais biliares hidrolase, ou seja,
desconjugam os sais biliares, tornando-os menos soluveis em pH mais baixo. Dessa
forma, os acidos biliares tornam-se indisponiveis para reabsor¢éo no figado, sendo
eliminados nas fezes, e assim mais colesterol é requerido para sintese de novos

sais biliares no figado, diminuindo o nivel de colesterol sanguineo.

2.4.5 Efeito anticancerigeno

Acredita-se que o papel anticarcinogénico dos probidticos esta
relacionado a sua capacidade de inibir enzimas pré-carcinogénicas ou a estimulagao
do sistema imune do hospedeiro (COPPOLA; TURNES, 2004). Shah (2007)
comenta que algumas cepas sao capazes de inibir enzimas como a nitroredutase e

a B-glucuronidase, que sao responsaveis pela formagao de pro-carcinogénicos.

Fooks et al. (1999) propdem os seguintes mecanismos para a agao anti-
tumoral associada ao uso de probidticos: supressdo de pro-carcinogénicos;
supressao de bactérias que podem converter essas substancias em substancias
carcinogénicas; alteracédo do transito intestinal, removendo toxinas e estimulagdo do
sistema imune. A producdo de AGCC reduz a atividade enzimatica e

consequentemente a formacgao de produtos carcinogénicos (SHAH, 2007).



2.5 Probhidéticos na industria de alimentos

De acordo com Calderon et al.(2007), os probidticos representam um
grande potencial para a industria de alimentos devido a sua capacidade de eliminar
e competir contra micro-organismos patoégenos intestinais. German et al. (1999)
ressaltam que uma mesma bactéria probidtica pode ser usada em diferentes

condigdes fisiopatoldgicas, que ndo tém o mesmo mecanismo de agao.

Para a utilizacdo de culturas probidticas na tecnologia de fabricacdo de
produtos alimenticios, as culturas devem ser empregadas com base no seu
desempenho tecnolégico. Esse desempenho pode ser avaliado pela multiplicagédo no
alimento, promocao de propriedades sensoriais adequadas no produto e
estabilidade e viabilidade durante armazenamento. Desta forma, podem ser
manipuladas e incorporadas em produtos alimenticios sem perder a viabilidade e a
funcionalidade, resultando em produtos com textura e aroma adequados (CRUZ et
al., 2009; MATTILA-SANDHOLM et al, 2002; OLIVEIRA et al., 2002). A manutengéo
da viabilidade destes micro-organismos durante toda a vida de prateleira do produto
a que foram adicionados representa um grande desafio para a industria de alimentos
(DOUGLAS; SANDERS, 2008).

Dentre os fatores que influenciam a viabilidade das bactérias probidticas
no produto elaborado, podem ser destacados o género, espécie e cepa do micro-
organismo; a formulagdo e composicdo do alimento (acidez, conteudo de
carboidratos utilizaveis, fontes de nitrogénio, conteudo mineral e atividade de agua)
ao qual foram adicionadas; as condi¢des fisicas de estocagem (tempo, temperatura)
e possiveis interacdes dos probioticos (bacteriocinas, antagonismo, sinergismo)
(DEL PIANO et al., 2006; FARIA et al., 2006).

Estudos com cepas de L. casei ttm mostrado que esse micro-organismo
tem utilizacdo favoravel em alimentos que visam a promog¢ao da saude devido a sua
performance tecnoldgica, capacidade de adesado in vitro e tolerancia ao transito
intestinal (ARYANA; McGREW, 2007; BERTAZZONI et al., 2004).



De acordo com Faria et al. (2006), na produgdo de um alimento probiotico
é fundamental que a bactéria probidtica possa ser cultivada em escala industrial,
sendo que o produto final deve ter vida média satisfatéria, variando de 15 a 30 dias e
propriedades sensoriais (cor, aroma, sabor e textura) aceitaveis, com 0s micro-
organismos presentes no produto viaveis e em numero elevado (>10° UFC/mL)

durante a vida de prateleira.

Os micro-organismos  probiéticos devem apresentar algumas
caracteristicas especificas: ser habitantes da flora intestinal, reproduzir-se
rapidamente, produzir substancias antimicrobianas, resistir ao tempo entre a
fabricacdo, comercializagado e ingestao do produto e resistir as secregbes gastrica,
intestinal, biliar e pancreatica a fim de atingirem o intestino ainda vivos (DE VUYST
et al.,, 2008; DEL PIANO et al.,, 2006; FERNANDES et al., 2008; GERMAN et al.,
1999; MATTILA-SANDHOLM et al, 2002; PRADO et al., 2008; WAITZBERG, 2000;
ZIEMER; GIBSON, 1998). Além das propriedades mencionadas, os probioticos
devem ser inocuos, nao transportar genes transmissores de resisténcia a

antibidticos, assim como resistir a fagos e ao oxigénio (COPPOLA; TURNES, 2004).

2.6 Ingestéo de probidticos: fontes e recomendacdes

A dose de micro-organismos probioticos requerida varia em fungédo da
cepa utilizada e do efeito desejado, no entanto, varios autores propéem que a dose
minima diaria da cultura probiética considerada terapéutica seja de 10%a 10° UFC, o
que corresponde ao consumo de 100 g de produto contendo 10° a 10’ UFC/g (CRUZ
et al., 2009; DOUGLAS; SANDERS, 2008; FERNANDES et al., 2008; PRADO et al.,
2008; SAAD, 2006). Shah (2007) e Sheehan et al.(2007) também afirmam que em
geral a industria de alimentos adota a recomendacéao de 10° UFC/g para os produtos
probidticos no momento do consumo. De acordo com a legislagdo brasileira,
fermentados lacteos probidticos devem apresentar um minimo de 10° UFC/ml
(BRASIL, 2000). De acordo com Faria et al. (2006) e Saulnier et al. (2009), estes
produtos devem ser consumidos regularmente para manter o efeito dos micro-

organismos na composi¢ao da microbiota intestinal.



E recomendado que o rétulo dos alimentos probiéticos contenha as
seguintes informacgdes: designagdo do género, espécie e cepa; numero minimo de
probidticos viaveis ao final da vida de prateleira; a dose efetiva do probidtico para
atingir as alegacdes a saude; beneficios a saude e condi¢gdes apropriadas de
estocagem (DOUGLAS; SANDERS, 2008; FAO/WHO, 2002).

Produtos fermentados lacteos produzidos por Bactérias Acido Laticas
(BAL) representam uma importante parte da nossa dieta (VLIEG; HUGENHOLTZ,
2007). Essas bactérias sdo assim denominadas por fermentarem agucares,
produzindo acido latico como principal produto do metabolismo. Elas agem
acidificando os produtos alimentares, impedindo o desenvolvimento de bactérias
indesejaveis e aumentando o periodo de conservagao dos produtos fermentados em
relacdo a matéria prima ndo fermentada (FARIA et al., 2006; HAUKIOJA et al.,
2008).

Prado et al. (2008) comentam que os produtos lacteos tém sido usados
tradicionalmente como veiculos de bactérias probidticas em humanos, sendo as BAL
0 mais importante grupo de micro-organismos utilizados na elaboragdo de leites
fermentados. Como os leites fermentados promovem uma elevada ingestdao de
bactérias benéficas ao balanco intestinal, eles constituem um importante segmento

no mercado de alimentos funcionais.

Leites fermentados e iogurtes sdo os principais produtos comercializados
no mundo contendo culturas probidticas, que sédo adicionadas além das culturas
iniciadoras (CRUZ et al., 2009; DOUGLAS; SANDERS, 2008; FARIA et al., 2006;
GILLILAND et al.,, 2002; SHAH, 2007). Bactérias que ndo sao encontradas
originalmente no alimento sdo adicionadas ao mesmo com o intuito de aumentar os
beneficios apods sua ingestdo (GUTIERREZ-LOPEZ; BARBOSA-CANOVAS, 2003).

Outros produtos comerciais contendo essas culturas incluem sobremesas
a base de leite, leite em pd destinado a recém nascidos, diversos tipos de queijo,
cereais e carnes fermentadas, sorvetes e sucos de frutas, além de produtos na
férmula de capsulas ou em pd (CRUZ et al.,, 2009; DE VUYST et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2002; SAXELIN et al., 2008).



O aumento de consumidores vegetarianos gera uma demanda por
produtos probidticos a base de vegetais. Além disso, dois fatores levam ao recuo no
consumo de leite fermentado, séo eles: intolerancia a lactose e o colesterol presente
nesses produtos (BETORET et al., 2003; KUN et al., 2008; PRADO et al., 2008;
YOON et al., 2005; YOON et al., 2006).

2.7 Produtos vegetais como fonte de probidticos

De acordo com Sheehan et al. (2007) e Yoon et al. (2004), sucos de
frutas podem representar um meio ideal de veiculo de culturas probidticas aos
consumidores, uma vez que sao consumidos regularmente, sendo este fator
essencial para que os probioticos exercam suas fungdes. Luckow et al. (2006)
comentam que os sucos de frutas tém sido sugeridos como um apropriado meio
para adicdo de culturas probidticas, uma vez que sdo tidos como produtos

alimentares saudaveis e sdo consumidos por uma larga parcela da populagéo.

Luckow; Delahunty (2004°) e Yoon et al. (2006) acrescentam que 0s
sucos de frutas ndao tém o inconveniente de apresentar alérgenos, como ocorre em
alguns produtos lacteos, que acabam limitando o consumo do produto por certos
segmentos da populagdo. Sorenson; Bogue (2005) afirmam que as bebidas
probidticas a base de suco de frutas podem tornar-se uma importante categoria de

alimentos probidticos nos préximos anos.

Prado et al. (2008) citam diversos estudos em que a tentativa de bebida
probidtica obteve éxito, como: suco de beterraba, suco de tomate e suco de
cenoura. Estes autores comentam que existem muitas razbes para acreditar que as
bebidas nao-lacteas serdo a préxima grande categoria de alimentos probidticos,
destacando-se os sucos de frutas e de vegetais, por mais que a adicdo de
probidticos em sucos seja mais complexa do que produtos lacteos, uma vez que as

bactérias precisam de protegao contra as condi¢cdes acidas dos sucos de frutas.

Sheehan et al. (2007) ao estudarem a viabilidade de micro-organismos

probiéticos em suco de abacaxi, observaram que as bactérias L. casei, L.



rhamnosus e L. paracasei mostraram-se resistentes ao baixo pH por mais de 4
semanas de estocagem, tendo um potencial promissor para suplementacdo em
sucos de frutas. Yoon et al. (2006) afirmam que as bactérias L. plantarum e L.
delbrueckii podem ser usadas como culturas probidticas em suco de repolho
fermentado, uma vez que se mostraram resistentes ao baixo pH e elevada acidez
nessa bebida, mantendo-se viaveis por varias semanas a temperatura de
refrigeragdo. Yoon et al. (2005) também sugerem que sucos vegetais servem como
bom meio para o crescimento de probioticos, observando que L. plantarum, L. casei
e L. delbrueckii cresceram em suco de beterraba e permaneceram estaveis durante

estocagem a 4°C.

Yoon et al. (2004) ao estudarem a viabilidade de diferentes espécies de
Lactobacillus em suco de tomate, observaram que essa bebida proporcionou
elevado crescimento da bactéria, a qual foi capaz de manter-se viavel numa
concentracdo acima de 10° UFC/mL apds estocagem sob refrigeracdo. Fernandes et
al. (2008) comentam que o controle da viabilidade das estirpes no momento de
consumo do alimento que serve de veiculo € de elevada importancia para

assegurarem o efeito benéfico dos produtos probidticos.

A fermentacdo produz impacto sobre a qualidade sensorial dos produtos
alimentares devido a transformacdo quimica de alguns componentes (VLIEG;
HUGENHOLTZ, 2007). Luckow; Delahunty (2004°) comentam que é de fundamental
importancia compreender o impacto sensorial (mudangas na aparéncia, textura,
sabor e aroma) que culturas probidticas podem ocasionar em produtos nao lacteos,

com o objetivo de direcionar o desenvolvimento e formulacdo desses produtos.

De acordo com Luckow et al. (2004), os sucos de laranja contendo
probidticos sdo associados a um sabor nao caracteristico do suco. Como este sabor
nao caracteristico pode comprometer o consumo dos alimentos probiéticos com
relacdo as quantidades e frequéncia adequadas para se obter efeitos benéficos, é
de interesse da industria de alimento melhorar a aceitabilidade desses alimentos. De
acordo com estes autores, isto tem sido conseguido com a adi¢ado de sucos de frutas

tropicais (como abacaxi e manga) para mascarar o sabor estranho do suco



probiotico. Tuorila; Cardelo (2002) comentam que a presenga de um sabor nao
caracteristico em alimentos funcionais pode diminuir drasticamente o seu consumo,
por isso o grande desafio para os produtores destes alimentos € desenvolvé-los com

um sabor que seja aceitavel pelos consumidores.

Sorenson; Bogue (2005) comentam que a alteragdo no sabor associada
as bactérias probidticas € mais pronunciada em alimentos e bebidas nao-lacteas

quando comparados aos produtos lacteos.

E sabido que sucos adicionados de probiéticos tém sabores diferentes
dos sucos convencionais, no entanto, apesar do impacto sensorial que a adigao
desses micro-organismos pode causar em suco de frutas, existe um interesse
genuino na produgdo de bebidas funcionais fortificadas com essas bactérias
(LUCKOW; DELAHUNTY, 2004%).

A presenga de probioticos em sucos de frutas n&o indica,
necessariamente, reducdo de sua aceitacdo. Luckow; Delahunty (2004°) ao
compararem a aceitagado de suco de cassis com e sem probidtico, observaram que
consumidores do sexo feminino preferiram todas as caracteristicas sensoriais dos
sucos probidticos. De acordo com Fernandes et al. (2008), as culturas probioticas

podem contribuir para melhorar o sabor do produto final.

Segundo Luckow et al. (2006) fatores ndo sensoriais podem influenciar no
consumo de alimentos probidticos, dentre eles destaca-se a informagao com relagao
aos beneficios que os mesmos trazem a salde. Luckow; Delahunty (2004%) e
Verbeke (2006) comentam que o sabor é o principal fator que motiva ao consumo de
alimentos, seguido pelas consideragbes com relagdo a saude. Tais resultados
apontam uma nova preocupagao por parte dos consumidores e que devem ser
levadas em consideracdo pelos produtores ao elaborarem novos alimentos
funcionais. Tuorila; Cardelo (2002) também observaram que a informacédo acerca
dos beneficios a saude que o alimento pode levar ao consumidor melhora a

aceitacao do produto.



Mattila-Sandholm et al. (2002) afirmam que a incorporag&o de probioticos
aos alimentos para elaboracdo de novos produtos deve ser feita considerando a
manutencido da viabilidade da bactéria no alimento, sem criar textura e/ou flavor
indesejavel no mesmo. Dessa forma, neste trabalho serdo estudadas a viabilidade

do micro-organismo e as caracteristicas sensoriais do alimento probidtico elaborado.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver um alimento probidtico a partir do suco de laranja

fermentado com Lactobacillus casei.

3.2 Objetivos Especificos

Otimizar a composicdo do meio de cultura para melhor crescimento do

micro-organismo;

Estudar o crescimento e a viabilidade do micro-organismo utilizado em

diferentes formulag¢des do suco de laranja;

Verificar as alteragdes nos teores de agucares e acidos organicos no suco

de laranja fermentado;

Analisar a aceitagdo do suco de laranja fermentado com micro-

organismos probioticos;

Contribuir para o consumo de alimentos funcionais, uma vez que
proporcionara uma potencial fonte de probidticos as pessoas que nao consomem

produtos lacteos.



4 METODOLOGIA

4.1 Obtencéao e ativacado do micro-organismo

Foi utilizada uma cultura estoque do micro-organismo Lactobacillus casei
NRRL B-442 (ARS Culture Collection, Peoria, lllinois, USA). O L. casei foi ativado em
caldo MRS (De Man, Rogosa e Sharpe) a 37°C por um tempo suficiente (~16h) para
atingir absorbancia de 0,600, correspondente a 10°UFC/mL utilizando-se a escala de
MacFarland (MARIANO, 2000).

4.2 Formulagéo do suco de laranja

Foi utilizado suco de laranja concentrado sem adigdo de conservantes e
de acucar, diluido de acordo com a recomendacao do fabricante, 1:7. O suco foi
inicialmente caracterizado quanto ao seu pH inicial, acidos organicos, agucares e
cor. Foi avaliado o crescimento do L. casei nas diferentes formulagdes do suco
apresentadas abaixo. De acordo com a ANVISA (2007), o NaOH pode ser utilizado
como aditivo alimentar segundo as Boas Praticas de Fabricagdo, com a funcdo de

regulador de acidez.

Suco Formulacéao
1 Apenas suco (controle)
2 Suco pH ajustado 6.5 (com NaOH)

3 Suco + Fosfato a pH 6.5 (com NaOH)




4.3 Preparo do suco de laranja com probidticos

O meio MRS (1mL) contendo o micro-organismo ativado foi inoculado nos
sucos 1, 2 e 3 nas concentragdes de 10° a 10’ UFC/mL. Esta concentragdo foi
considerada com base na legislagdo em vigor que determina que fermentados
probidticos devem apresentar um minimo de 10° UFC/ml no final da sua vida de
prateleira (BRASIL, 2000). O suco foi fermentado por 24 h a 37°C, sendo o
crescimento do micro-organismo e o pH do suco determinados a cada 2 h e a

viabilidade apds 24 h de fermentacéo.

4.4 Determinagdo do crescimento microbiano durante a fermentagéo

A biomassa e o crescimento do L. casei foi quantificado por meio da
determinagao da densidade 6tica a 590 nm (RODRIGUES et al., 2003). Para tal, foi
medida a absorbancia do suco recém inoculado com L. casei (absorbancia inicial) e
a absorbéncia do suco apos 24 h de fermentagdo (absorbéncia final) em
espectrofotobmetro Spectrum®, modelo SP200UV. O procedimento consistiu em diluir
(1:10) uma aliquota do suco contendo as células em agua destilada e realizagao da
leitura da absorbancia contra um branco com agua. A diferenga entre a absorbancia
final e a inicial correspondeu ao crescimento do micro-organismo durante a
fermentagdo. O crescimento foi expresso em g/L, considerando a curva de

calibragdo do micro-organismo (base seca) (Equagao 1).

ABS (590nm - 0,00818)
3,395

m(g/L) = (1)

Onde: m(g/L)biomassa do L. casei em base seca (g/L)



4.5 Analise da viabilidade do L. casei no suco fermentado

Apods 24 h de fermentacao, foi realizada diluicdo seriada dos sucos de
laranja (nas 3 diferentes formula¢des) em agua peptonada esterilizada até se obter a
diluicdo de 10°. Aliquotas de 0,1mL do suco diluido foram inoculadas em placas
contendo MRS Agar, em plaqueamento de superficie com auxilio de uma alga de
Drigalski, sendo as placas semeadas em duplicata. As placas foram incubadas
invertidas a 37°C por 72h. Apds esse periodo, foi realizada a contagem das coldnias
tipicas de L. casei que, de acordo Vinderola; Reinheimer (2000), sdo colbénias

redondas, cor branco cremoso, com didmetro de 0,9 a 1,3mm.

Figura 1: Colbnias tipicas de Lactobacillus casei em meio MRS.

A medida da biomassa e da viabilidade do L. casei no suco fermentado
otimizado seguiu a mesma metodologia dos itens 4.4 e 4.5, mas foi avaliada ao
término de 20 h de fermentacdo e semanalmente durante as seis semanas de
estocagem. Durante a estocagem o suco permaneceu acondicionado em garrafa de

vidro transparente a uma temperatura constante de 4° C.

4.6 Anélise do pH

O pH foi determinado através de leitura direta, em potenciémetro de
marca Marconi®, modelo PA200, calibrado a cada utilizagdo com solugbdes tampao
de pH 4,0 e pH 7,0 conforme a AOAC (1992).



4.7 Otimizacao do processo de producéo do suco

Apds selecdo da formulagdo adequada do suco (considerando
crescimento em g/L e viabilidade do L. casei) foi realizado um planejamento
experimental para otimizacdo das condicbes de fermentacdo, onde pH e

temperatura foram variados (Tabela 1).

O suco foi elaborado conforme descrito no item 4.3, com indculo inicial de
10’UFC/mL e distribuido em 11 erlenmeyers (100mL para cada erlenmeyer). Apos
caracterizacao do pH inicial, este foi ajustado pela adicdo de NaOH 3M até atingir os

diferentes valores de pH delineados no planejamento.

Tabela 1: Ensaios do Planejamento Experimental

Ensaio pH T (°C)
1 470 (1) 15,00 (-1)
2 4,70 (-1) 37,00 (+1)
3 6,70 (+1) 15,00 (-1)
4 6,70 (+1) 37,00 (+1)
5 4,29 (-a) 26,00 (0)
6 7.11 (+a) 26,00 (0)
7 5,70 (0) 10,44 (-q)
8 5,70 (0) 41,56 (+q)
9 5,70 (0) 26,00 (0)
10 5,70 (0) 26,00 (0)
11 5,70 (0) 26,00 (0)

Os resultados avaliados foram: pH, contagem de células viaveis e
crescimento (g/L). Amostras foram retiradas a cada 2 h para as determinagdes. As

fermentagdes foram realizadas estaticamente em camaras de incubagao por 24h.



Apos obtencdo do pH e temperatura de fermentagdo o6timos, foram
estudados, com base nos melhores resultados de viabilidade e crescimento do

micro-organismo, o tempo ideal de fermentacéo e a quantidade de in6culo.

Assim, todos os parametros para elaboracdo do suco otimizado foram
obtidos: melhor componente para corregao do pH, temperatura de fermentacao, pH,

quantidade de indculo e tempo de fermentacgao.

4.8 Analise dos agUcares e &cidos organicos

O teor de acgucares e de acidos orgénicos do suco in natura e do
fermentado foi determinado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
sendo quantificados a cada duas horas durante as 20 h de fermentagdo e

semanalmente durante a estocagem a 4°C por seis semanas.

Para analise dos acucares foi utilizada a coluna BioRad HPX 87C, com as
seguintes condi¢des: fase movel consistiu de agua purificada em sistema MiliQ,
temperatura da coluna 85°C, fluxo 0,6mL/min. e detector de indice de refragcao. Para
analise dos acidos organicos foi utilizada a coluna BioRad HPX 87H, com as
seguintes condi¢des: fase movel consistiu de acido sulfurico a 0,01N, temperatura
da coluna 50°C, fluxo 0,6mL/min. e detector de UV 210nm. Estas condicbes de

analise foram baseadas nas recomendagdes do fabricante das colunas.

4.9 Anélise da cor

A cor foi determinada a 25°C usando um colorimetro digital (Minolta
CR4000, fonte de luz D65 em espago de cor L*a*b* do sistema CIE L*a*b). A
calibragdo foi realizada com placa branca padrdo, seguindo as instrugbes do
fabricante. Os resultados foram expressos em L* (luminosidade, -a* (verde;) e +b*

(amarelo). A diferenca total de cor foi calculada pela expressdo AE= { (AL?) + (Aa?) +



(Ab?)}"? que expressa a diferenca entre o suco no primeiro dia apds o preparo e nos
demais dias de estocagem (CORTES et al., 2006; RAIMUNDO et al., 2007).

4.10 Analise sensorial do suco de laranja probidtico

O suco de laranja submetido a analise sensorial foi elaborado com agua
mineral nas condi¢gbes 6timas de fermentacdo e acondicionado em garrafa de vidro
transparente esterilizada. O produto foi fermentado por 20 h a 30° C e apéds a
fermentagcdo, a garrafa de suco foi imersa em banho de gelo e armazenada sob
refrigeragao até o momento da analise sensorial. Nos sucos adogados, a adigao do

edulcorante foi realizada apos a fermentagéo.

Para participagdo na analise, os provadores assinaram um termo de
consentimento, informando a participagdo voluntaria na pesquisa (Anexo 1).
Inicialmente foi realizada uma analise de impressé&o global do suco n&o adogado por
meio de ficha de aceitagdo (Anexo 2). Posteriormente, foi realizada analise de
aceitagao e preferéncia dos sucos adogados apos a fermentagdo (Anexo 3), um
deles adogado com sacarose e o outro com estévia (Stevita®). Nos sucos adocados
foi utilizada a concentracdo de 8,5% para a sacarose e sua concentragao
equivalente de estévia (conforme recomendagao do fabricante 2,5 agucar: 1 produto
Stevita®,que contém 1% de estévia). A estévia € um edulcorante natural extraido das
folhas de Stevia rebaudiana Bertoni, com poder adocgante cerca de 150 a 300 vezes
maior que o da sacarose e estabilidade ao calor e a uma ampla faixa de pH
(FERNANDES et al., 2009).

Em todas as analises o suco foi servido a temperatura entre 16 e 18°C,
em tacas codificadas aleatoriamente com 3 algarismos, numa quantidade de 40mL
por tagca. A aceitagdo do suco foi avaliada através da escala hedénica de 9 pontos
ancoradas no extremos desgostei muitissimo e gostei muitissimo. As porcentagens
dos valores heddnicos de 1 a 4 foram somadas e denominadas de “% de rejeicao”,

enquanto as porcentagens dos valores hedénicos de 6 a 9 foram denominadas de



“% de aceitagao”; o valor 5 foi considerado como regido de indiferenga (“nem gostei,

nem desgostei”). Um painel de 50 provadores néo treinados foi utilizado.

Por meio da diferenca minima significativa (DMS) obtida do teste de
Tukey (p<0,05), foi realizada a comparagdo entre os diferentes sucos de acordo

com a presenga ou o tipo de agente adogante utilizado.

4.11 Anélise dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia ao nivel de
95% de confianga, utilizando o programa estatistico Statistica (Statsoft) versao 7.0.
cujos resultados foram expressos como médias + desvio padrdo. Os graficos foram

elaborados por meio do programa OriginPro 7.5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Crescimento e viabilidade do L. casei nas trés formulacdes de suco

O crescimento e a viabilidade do L. casei foram significativamente
(p<0,05) maiores nos sucos que tiveram o pH corrigido a 6,5 (utilizando apenas
NaOH ou NaOH e fosfato, formulagdes 2 e 3, respectivamente) do que no suco sem
corregdo do pH (formulagdo 1), que apresentou pH de 3,85. Tais resultados
corroboram com os de Silveira (2009), que observaram um crescimento 6timo do L.

casei em suco de caju em pH de 6,5.

A alteragao no sabor do suco ocasionada pela adicdo do fosfato, no
entanto, fez com que a adi¢cado apenas de NaOH fosse considerada a melhor escolha
para a correcdo do pH do suco elaborado neste estudo. Nas 3 formulacdes
observou-se que o inéculo inicial de 10” UFC/mL foi o que apresentou maior
crescimento e maior numero de células viaveis do micro-organismo apos a

fermentagao do suco.

Kun et al. (2008) ao estudarem o crescimento de Bifidobacterium lactis
em suco de cenoura, verificaram que o indculo de 10° UFC/mL propicia um maior
numero de células viaveis ao término de 24 h de fermentacdo quando comparado ao
indculo de 10° UFC/mL. Esses autores comentam que esse indculo (10° UFC/mL) é
ideal para uma rapida velocidade de crescimento do micro-organismo e garante a

conservacgao natural do produto pela acidificagdo do mesmo.

Dessa forma, a correcdo do pH apenas com NaOH e o indculo inicial de
10" UFC/mL foram escolhidos para a elaboragdo do suco nas diferentes condicdes

de pH e temperatura delineadas pelo Planejamento Experimental.



5.2 Crescimento e viabilidade do L. casei nos ensaios do Planejamento

Experimental

O L. casei teve seu crescimento em suco de laranja influenciado
significativamente pelo pH e temperatura, para p< 0,05 conforme apresentado na
tabela de efeitos (Anexo 4). Na temperatura de fermentagao de 10,44°C (ensaio 7)
nao foi observado crescimento do micro-organismo, o que pode ser atribuido a sua
caracteristica mesodfila. Os resultados de crescimento (g/L) e viabilidade (Log

UFC/mL) sédo apresentados nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.

Tabela 2: Crescimento (g/L) do Lactobacillus casei NRRL B-442 em suco de laranja
apos 24 h de fermentagao.

T (°C) de
Ensaio pH inicial fermentacao Crescimento (g/L)
1 4,70 15,00 0,09 + 0,01
2 4,70 37,00 0,51 £ 0,06
3 6,70 15,00 0,06 + 0,05
4 6,70 37,00 0,89 £ 0,04
5 4,29 26,00 0,10 £ 0,04
6 7,11 26,00 0,60 £ 0,07
7 5,70 10,44 0,00 £ 0,05
8 5,70 41,56 0,62 + 0,06
9 5,70 26,00 0,42 £ 0,08
10 5,70 26,00 0,37 £ 0,05
11 5,70 26,00 0,37 £ 0,05

Através da analise da viabilidade do L. casei apés 24 h de fermentagao no
suco de laranja, observa-se que esta foi influenciada significativamente pelo pH e

temperatura (p< 0,05) conforme apresentado na tabela de efeitos (Anexo 4).



Tabela 3: Viabilidade (Log UFC/mL) do Lactobacillus casei NRRL B-442 em suco de
laranja apés 24 h de fermentagao no suco de laranja.

pH inicial T (°C) de Viabilidade
Ensaio fermentacgao (Log UFC/mL)

1 4,70 15,00 7,11 +£0,09
2 4,70 37,00 8,61+0,12
3 6,70 15,00 7,57 £0,14
4 6,70 37,00 8,75 + 0,06
5 4,29 26,00 8,14 £ 0,09
6 7,11 26,00 8,66 + 0,11
7 5,70 10,44 6,84 + 0,04
8 5,70 41,56 8,71 £ 0,07
9 5,70 26,00 8,87 £ 0,04
10 5,70 26,00 8,78 £ 0,07
11 5,70 26,00 9,06 + 0,06

O ensaio 7 foi o unico em que houve perda na contagem de células
viaveis de L. casei, pois foram inoculadas 10’UFC/mL em todos os ensaios e, apos
24 h de fermentagdo, esse ensaio apresentou uma contagem de 7.10°UFC/mL,
confirmando que 10,44°C ndo € uma temperatura favoravel ao micro-organismo.
Apesar disso, em todos 0s ensaios 0s sucos apresentaram resultados de Log
UFC/mL acima de 6, o que corresponde a uma quantidade superior a 10° UFC/mL,
que é o valor minimo exigido pela legislagdo para leites fermentados. Esse valor foi
usado como referéncia para o suco produzido neste trabalho uma vez que nao

existem parametros especificos para suco fermentado (BRASIL, 2000).

Kun et al (2008) ao estudarem o numero de células viaveis de B. lactis em
suco de cenoura, observaram que a contagem maxima desse micro-organismo foi

atingida com 12 h de fermentacdo, com valores de 8,22 Log UFC/mL.

Os modelos de regressdo obtido para o crescimento (g/L) e para a
viabilidade (Log UFC/mL) estdo expressos pelas Equagdes 2 e 3.



Crescimento(g/L) = 0,23 -0,10 pH —0,0007 pH? — 0,01T —0,00018T >
+0,009pH -T

Viabilidad e(LogUFC /mL) = —6,84 + 3,47 pH — 0,27 pH 2 + 0,35T — 0,004T

(3)
~0,007pH -T

Onde:
pH = pH inicial do suco de laranja

T= Temperatura de fermentacao

A andlise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao obtido para
o crescimento e viabilidade é apresentada nas Tabelas 4 e 5, respectivamente. De
acordo com a Tabela de ANOVA, o valor de F calculado para o modelo de
crescimento (g/L) foi de 18,75 e para viabilidade (Log UFC/mL) foi de 115,0, ou seja,
maior que o valor de Fs5 Tabelado (5,05) no intervalo de 95% de confianca. Assim,
os modelos podem ser considerados estatisticamente significativos, de acordo com
o teste F.

Tabela 4: Anadlise de variancia para o crescimento (g/L) do L. casei em suco de
laranja fermentado (Eq. 02).

o " Graus de Média
Fonte de variacdo Soma Quadratica Liberdade Quadratica Valor de F
Regresséo 0,75 5 0,15 18,75
Residual 0,04 5 0,008
Total 0,79 10
Coeficiente de 0,95
determinacao
F Tabelado (95%) Fs5= 5,05

Tabela 5: Analise de variancia para a viabilidade (Log UFC/mL) do L. casei em suco
de laranja fermentado (Eq. 02).

Graus de Média

Fonte de variacdo Soma Quadratica Liberdade Quadratica Valor de F
Regresséao 5,77 5 1,15 115,0
Residual 0,05 5 0,01

Total 5,83 10

Coeficiente de 0,99
determinacéao
F Tabelado (95%) Fss5= 5,05




A analise da superficie de resposta para o crescimento (g/L) do L. casei
(Figura 2) indica que nas temperaturas mais baixas o pH exerce pouca influéncia
sobre o crescimento do micro-organismo, ou seja, independente do pH inicial do
suco, o crescimento & baixo em baixas temperaturas. A medida que a temperatura

de fermentagcdo aumenta, o pH passa a exercer grande influéncia no crescimento,

pois observa-se que o aumento do pH leva a um maior crescimento microbiano.
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Figura 2: Superficie de resposta do crescimento (g/L) do L. casei NRRL B-442 em
suco de laranja de acordo com pH inicial e T (°C) de fermentagéo.

Com relagéo a viabilidade (Figura 3), observa-se que a temperatura de

fermentagao exerce grande influéncia sobre a contagem de células viaveis do micro-
organismo, pois em temperaturas de fermentagdo mais baixas a viabilidade € menor,
aumentando a medida que a temperatura é elevada até atingir 30°C, temperatura
onde foi observada a viabilidade maxima do L. casei B-422 no suco de laranja
fermentado. A partir de 30°C, o aumento da temperatura leva a uma reducédo da

viabilidade. A ponto 6timo para viabilidade do L. casei é obtido em pH 6,0 e
temperatura de fermentacao de 30°C.



Nancib et al. (2009) encontraram resultados semelhantes ao estudarem a
producdo de acido latico por diferentes micro-organismos em extratos de sucos.
Esses autores observaram que os valores da concentracdo da biomassa do L. casei

e a produtividade de acido latico sdo maiores quando a temperatura de fermentacao
é 30°C.
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Figura 3: Superficie de resposta da viabilidade (Log UFC/mL) do L. casei NRRL B-
442 em suco de laranja de acordo com pH inicial e T (°C) de fermentagéo.

A reducao do pH ao longo do periodo de estocagem (Tabela 6) indica que
0 micro-organismo utilizou os agucares naturalmente existentes no suco de laranja e
que nao foram consumidos durante a fermentacdo para produzir acido latico. Em
todos os ensaios foi inoculada uma concentracdao de Log UFC igual a 7 de L.
casei/mL (10" UFC/mL) no suco de laranja, e apds a estocagem todos apresentaram
acima de 8 Log UFC/mL (> 10® UFC/mL) demonstrando que o L. casei além de ter
crescido no suco de laranja durante a estocagem a 4°C, manteve-se viavel apos 45
dias de armazenamento. Assim como ocorreu apdés a fermentagdo, os valores
obtidos apdés a estocagem sao superiores aos estabelecidos pela legislagéo
brasileira para produtos lacteos fermentados (106 UFC/mL).



Tabela 6: Crescimento (g/L) e da viabilidade (Log UFC/mL) do Lactobacillus casei
NRRL B-442 em suco de laranja apos estocagem a 4°C por 45 dias.

Viabilidade apos 45 dias
estocagem (Log UFC/mL)

pH apds 45 dias Crescimento apos

Ensaio de estocagem estocagem (g/L)

1 3,98 1,13 + 0,11 8,84 + 0,07
2 3,71 0,05+ 0,08 8,75 +0,10
3 4,12 0,80+0,14 8,76 + 0,11
4 4,05 0,23 + 0,06 9,20 + 0,01
) 3,62 0,88 + 0,06 9,04 £ 0,05
6 4.1 0,42 £ 0,05 9,08 + 0,11
7 4,23 1,13 + 0,01 8,46 + 0,01
8 4,02 0,09 + 0,04 9,03 + 0,04
9 3,93 0,62 + 0,05 9,31+ 0,02
10 4,02 0,22 + 0,08 9,33+ 0,07
11 3,91 0,24 + 0,01 9,26+ 0,00

Yoon et al. (2004) ao estudarem o comportamento de bactérias acido
lacticas em suco de tomate, observaram que L. acidophilus, L. plantarum, L. casei e
L. delbrueckii cresceram rapidamente nessa bebida, reduzindo os niveis de
agucares, com elevacao na producao de acido latico. Apesar do pH do suco apés
72h de fermentacado ter sido reduzido a 3,5, a viabilidade das culturas laticas

permaneceu acima de 10°UFC/mL ap6s 4 semanas de estocagem a 4°C.

Buriti et al. (2007) ao estudarem a viabilidade do Lactobacillus acidophilus
em mousses de frutas, observaram que esta diminui ao longo do periodo de
refrigeragdo, mostrando que a adigao de frutas aos produtos probidticos deve ser

cuidadosamente planejada, uma vez que pode haver inibicao das cepas probidticas.

Champagne; Gardner (2008) observaram que diferentes espécies do
género Lactobacillus mantiveram-se viaveis (com contagem acima de 10° UFC/mL)
apds serem adicionadas em sucos de frutas e estocadas a 4°C por 80 dias. Ao

correlacionarem a viabilidade com o pH, verificaram que em sucos com pH de 4,2 o



crescimento das bactérias probidticas € maior do que nos sucos com pH de 3,6, 3,8

e 4,0, mostrando que quanto maior o pH do suco, maior o numero de células viaveis.

Champagne et al. (2008) avaliaram a viabilidade de Lactobacillus
rhamnosus R0011 em suco de frutas a base de magd e concluiram que essa
permanece elevada (acima de 10°UFC/mL) apdés 4 semanas de estocagem sob
refrigeragdo. Esses autores observaram que a medida que o numero de semanas de

estocagem aumenta, a viabilidade diminui.

5.3 Crescimento e viabilidade do L. casei no suco de laranja em funcao do

in6culo

A viabilidade apés as 24 h de fermentagdo nos sucos inoculados com
1mL (correspondente a 10" UFC/mL de suco), 2mL (correspondente a 2.10" UFC/mL
de suco) e 3mL (correspondente a 3.10° UFC/mL de suco) de MRS ativado foi,
respectivamente, 3,3.10° UFC/mL, 6,4.10° UFC/mL e 4,9.10° UFC/mL. Com relacéo
ao pH do suco ao final das 24 h de fermentacdo a 30°C, os valores encontrados

foram, respectivamente, 4,60, 4,32 e 4,23.

Apesar de o suco adicionado com 3mL de MRS ativado ter uma maior
biomassa do inicio ao final da fermentagao, observa-se que a contagem de células
viaveis nesse suco foi menor do que a do suco adicionado de 2mL de MRS ativado.
Isso pode ser atribuido a perda da viabilidade de algumas células durante a
fermentacdo, fazendo com que a biomassa permanecesse elevada, apesar das

células ndo estarem mais viaveis.

Considerando o inéculo que apresentou maior viabilidade do L. casei
apos a fermentacgao e os resultados da Tabela 7, que apresenta a biomassa (g/L) de
L. casei e o pH ao longo da fermentagado, optou-se pela adigdo de 2mL de MRS
ativado para a elaboragdo do suco de laranja, uma vez que essa quantidade
propiciou um valor de pH ao término da fermentacéo favoravel a conservagao do

suco, bem como uma maior viabilidade do micro-organismo.



Tabela 7: Biomassa (g/L) do L. casei e pH do suco de laranja durante 24 h de
fermentacao a 30°C de acordo com quantidade de indculo.

1mL de MRS ativado 2mL de MRS ativado 3mL de MRS ativado

Tempo pH Biomassa pH Biomassa pH Biomassa

(horas) (9/L) (9/L) (9/L)
0 6,00 0,99 £ 0,01 6,00 1,04 + 0,01 6,00 1,01 £ 0,01
2 596 0,99+0,00 5,91 1,04 £ 0,00 5,87 1,01 £ 0,01
4 5,91 1,02 + 0,01 5,82 1,11 £ 0,01 5,78 1,10 £ 0,01
6 5,87 1,11 £ 0,01 5,73 1,20 £ 0,00 5,59 1,17 £ 0,01
8 5,75 1,24 +0,00 5,55 1,29 £ 0,01 5,45 1,27 £ 0,01
10 5,54 1,27 +£0,00 5,28 1,32 £ 0,01 5,10 1,45 + 0,01
12 5,42 1,36 £ 0,04 4,94 1,52 + 0,01 4,84 1,53 £ 0,01
14 5,10 1,40 £ 0,01 4,87 1,55+ 0,01 4,64 1,66 + 0,01
16 4,89 1,53 + 0,01 4,62 1,65 + 0,01 4,60 1,80 + 0,01
18 4,77 1,52+ 0,00 4,51 1,65 + 0,01 4,39 1,80 + 0,01
20 4,74 1,59 + 0,01 4,50 1,68 + 0,01 4,32 1,81 £ 0,01
22 4,69 1,62+0,02 443 1,71 £ 0,03 4,30 1,82 £ 0,01
24 4,6 1,60 £ 0,01 4,32 1,74 £ 0,01 4,23 1,83 £ 0,01

5.4 Crescimento do L. casei no suco de laranja de acordo com o tempo de

fermentacéo

A fim de verificar a influéncia do tempo de fermentagao no crescimento do
micro-organismo, foram selecionados dois pontos do Planejamento Experimental
(pH 6,7 e T=37°C; pH 4,7 e T=37°C) para elaboracédo do suco de laranja fermentado
nessas condi¢cdes, com medigao do crescimento do L. casei a cada 2 h durante 24 h

de fermentacao.
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Figura 4: Crescimento (g/L) do L. casei no suco de laranja ao longo de 24 h de
fermentacao.

Os resultados expressos na Figura 4 mostram que nas primeiras 4 h de
fermentagcdo o micro-organismo apresenta baixo crescimento, caracterizando a sua
fase lag ou de adaptacdo. A partir dai, o crescimento € acelerado até 12 h de
fermentacdo, quando volta a ficar lento e para a partir da vigésima hora de
fermentagcdo do suco. Uma vez que entre 20 e 24 h de fermentagdo nao foi
observado crescimento significativo do micro-organismo, optou-se por reduzir o

numero de horas de fermentacdo do suco de laranja para 20 h.

Silveira (2009) refere que as BAL crescem bem em ambientes neutros ou
préximo a neutralidade, com pH variando entre 5.5 — 7.5, essa autora verificou que o
pH 6,5 foi 0 que propiciou maior crescimento do L. casei. Isto pode explicar o maior

crescimento em pH 6,7 quando comparado ao do pH 4,7 (Figura 4).

Faria et al. (2006) a estudarem os parametros para producdo de leite
fermentado de bufala, observaram que o tempo de fermentacédo de 18 horas nao foi
suficiente para alcangar o valor minimo de acidez (0,6%), enquanto 22 e 24 h de

fermentacdo propiciaram acidez entre 0,6 e 2,0%, mesmo apés 30 dias de



armazenamento. Esses autores comentam que o L. casei apresenta pds-acidificacao
lenta, caracteristica desejavel para garantir viabilidade no produto durante a

estocagem.

5.5 Crescimento e viabilidade do L. casei no suco de laranja otimizado

ApoOs obter os resultados dos parametros que propiciam as melhores
condigdes para o crescimento e a viabilidade do L. casei, foi elaborado o suco de
laranja fermentado nas condigdes otimizadas: temperatura de fermentacao 30°C; pH

6,0; indculo 2.10’"UFC/mL e tempo de fermentacéo 20 h.

Os resultados para biomassa (g/L) sdo expressos na Tabela 8 e Figura 5,
mostrando um elevado crescimento do micro-organismo ao longo da fermentagéo,
sendo mais acelerado (fase log) entre 6 e 12 h. Esses resultados confirmam os
encontrados no item 5.3 para a biomassa com inoculo de 2.10’UFC/mL e no item 5.4

para a curva de crescimento do L. casei no suco de laranja.

Tabela 8: Biomassa (g/L) do L. casei NRRL B-442 ao longo das 20 h de fermentagéo
do suco de laranja otimizado (pH=6,0 e T=30°C).

Tempo de Fermentagéao (h) Biomassa (g/L)
0 1,08 £ 0,02
2 1,17 £ 0,00
4 1,17 £ 0,01
6 1,21 £ 0,02
8 1,35+ 0,02
10 1,48 + 0,01
12 1,61 0,00
14 1,61 £ 0,01
16 1,63 + 0,01
18 1,64 0,01

20 1,66 + 0,01




Alguns autores ao estudarem o crescimento de BAL em sucos vegetais
fermentados a uma temperatura igual a utilizada neste trabalho (30°C) observaram
que esses micro-organismos sao capazes de crescer bem nesses substratos. Yoon
et al. (2004) observaram que o L. casei cresceu rapidamente em suco de tomate,
sendo capaz de manter a viabilidade acima de 10® UFC/mL apdés 48 h de
fermentacao a 30°C. Apds 48 h de fermentacao de suco de repolho a 30°C, as BAL
L. casei, L. delbrueckii e L. plantarum foram capazes de crescer bem no suco sem
suplementacdo de nutrientes, apresentando viabilidade préxima a 10°UFC/mL
(YOON et al., 2006).
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Figura 5: Biomassa (g/L) do L. casei NRRL B-442 ao longo das 20 h fermentacéo do
suco de laranja otimizado.

De acordo com a Tabela 9 e a Figura 6, observa-se que o numero de
células viaveis do L. casei ao final das 20 h de fermentacdo era de 2,4. 10° UFC/mL
(9,38 Log UFC/mL), essa contagem aumentou gradualmente para 5,7. 10° UFC/mL
do inicio até a quarta semana de estocagem a 4°C. A partir dai, ocorreu uma
redugdo no nimero de UFC/mL, que passou de 5,7. 10° para 3,3. 10°. Apesar da
reducdo observada, o numero de células viaveis do micro-organismo ao final da
sexta semana de estocagem permaneceu acima de 10°UFC/mL (9 Log UFC/mL),

sendo este um 6timo valor para produtos fermentados contendo probidticos (SHAH,
2007).



Qizhou et al. (2009) ao produzirem leite fermentado com L. casei,

observaram que apds 24 h de fermentacdo, o produto inoculado com 2.107 de L.

casei apresentou viabilidade do micro-organismo de 8,59 Log UFC/mL.

Tabela 9: Biomassa (g/L) e viabilidade (Log UFC/mL) do L. casei NRRL B-442 ao

longo do armazenamento do suco de laranja fermentado sob refrigeragéo.

Tempo de Estocagem

Biomassa (g/L)

Viabilidade (Log UFC/mL)

(dias)
0 1,65 + 0,01 9,38 + 0,07
7 1,75+ 0,00 9,46 + 0,04
14 1,84 £ 0,01 9,64 + 0,03
21 1,97 £ 0,01 9,64 + 0,02
28 1,98 + 0,01 9,76 £ 0,05
35 2,19+ 0,01 9,52 + 0,04
42 2,62 £0,01 9,52 + 0,02

Faria et al. (2006) ao pesquisarem a viabilidade de L. casei em leite
fermentado de bufala ap6s fermentacao verificaram valores de (log UFC mL-1) de
9,62+0,55, para 22 horas, e 9,97+0,97, para 24 horas. Os valores (Log UFC/mL)
apos 30 dias de estocagem foram 8,99+0,35 para 22 horas de fermentacédo, e
8,9910,59 para 24 horas de fermentacao. Gilliland et al. (2002) observaram redug¢ao
na contagem de L. casei em iogurte ao longo da estocagem sob refrigeragéo, com
valores de 6,70; 6,29; 6,13; 6,01; 5,99 e 5,98 Log UFC/mL com 0, 7, 14, 21, 28 e 35

dias de estocagem. Esses valores sdo inferiores aos encontrados neste trabalho.

Korbekandi et al. (2008) observaram que a viabilidade do L. casei reduziu
gradualmente ao longo do armazenamento de iogurte probibtico, apresentando uma
contagem de 1,77. 10" UFC/mL ap6s 21 dias de estocagem a 5° C. Essa viabilidade
€ inferior a encontrada neste trabalho apés 21 dias de estocagem. Saccaro et al.
(2009) ao elaborarem iogurte com adigéao de L. acidophilus além das culturas starter,
observaram que no apo6s a fermentacdo o numero de células viaveis do probidtico
era 7,17 Log UFC/mL, declinando 6,01; 5,26 e < 5,00 Log UFC/mL apés 7, 14 e 21



dias de estocagem a 4°C. Esses autores atribuem essa redugéo da viabilidade ao

antagonismo entre as bactérias starter e o micro-organismo probidtico.
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Figura 6: Viabilidade (Log UFC/mL) do L. casei NRRL B-442 ao longo de 42 dias de
estocagem do suco de laranja otimizado armazenado sob refrigeragao a 4°C.

Yoon et al. (2004) comentam que os principais fatores para a redugao da
viabilidade dos organismos probiéticos sdo a redugado do pH do meio e o acumulo de
acidos organicos com resultado da fermentacdo. Yoon et al. (2005) avaliaram a
viabilidade do L.casei, L. plantarum e L. delbrueckii em suco de beterraba
fermentado a 30°C por 72 h apds estocagem sob refrigeragdo e constataram que o
nuamero de células viaveis desses micro-organismos foi gradualmente reduzido
quando armazenados a 4°C, mas permaneceram com contagem acima de 10°
UFC/mL apo6s 4 semanas de estocagem. Esses autores enfatizam que é importante
ter um numero significante de bactérias laticas viaveis no produto final para obter os

maximos efeitos benéficos.

O L. casei nao sobreviveu as condi¢des de baixo pH e elevada acidez do
suco de repolho fermentado, perdendo completamente a viabilidade apds 2
semanas de estocagem sob refrigeracdo. A viabilidade pode ter sido afetada pela
producao de substancias inibitérias produzidas durante a estocagem (YOON et al.,

2006). Durante a estocagem sob refrigeracdo de suco de tomate fermentado, a



contagem de células viaveis de L. casei diminuiu discretamente, mas permaneceu
consideravelmente elevada (>10° UFC/mL) apds 4 semanas de armazenamento a
4°C (YOON et al., 2004).

Pode-se observar na Figura 7 que durante todo o periodo de estocagem
houve crescimento da biomassa, ndo acompanhando o declinio da curva de
viabilidade (Figura 6), ou seja, a biomassa no suco permaneceu elevada, mas

algumas células nao mais estavam viaveis.
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Figura 7: Biomassa (g/L) do L. casei NRRL B-442 ao longo de 42 dias de estocagem
do suco de laranja otimizado armazenado sob refrigeracéo a 4°C.

5.6 Teor de aclcares no suco de laranja otimizado

Os agucares naturalmente presentes no suco de laranja, ja que 0 mesmo
nao foi adicionado de acgucar, foram parcialmente consumidos durante a
fermentacgao, caracterizando o metabolismo das BAL que utilizam agucares para a
producao de acido latico. As concentragdes dos principais carboidratos presentes no

suco de laranja ao longo da fermentagao s&o apresentadas na Tabela 10 e Figura 8.



Tabela 10: Concentragéo (g/L) de agucares no suco de laranja com L. casei NRRL
B-442 ao longo das 20 h de fermentacéo.

Tempo de Concentragao de Concentracao de Concentragao de

Fermentagéao (h)

sacarose (g/L)

glicose (g/L)

frutose (g/L)

0 30,29 + 0,23 14,38 £ 0,20 20,03 £ 0,19
2 24,32 £ 0,51 13,40 £ 1,03 16,24 £ 0,53
4 21,73 £ 0,03 12,83 £ 0,72 15,82 + 1,25
6 21,02 £ 0,05 12,11 £ 0,02 12,67 £ 0,04
8 19,92 £ 0,06 11,04 £ 0,04 12,55+ 0,28
10 19,34 £ 0,05 11,75+ 0,84 11,89 £ 0,38
12 19,19 £ 0,03 10,10 £ 0,06 11,76 £ 0,21
14 18,27 + 0,03 8,78 £ 0,03 11,46 + 0,03
16 18,27 £ 0,05 8,73 £ 0,06 10,29 £ 0,04
18 18,17 £ 0,05 8,63 £ 0,02 10,22 £ 0,02
20 18,12 £ 0,03 8,55+ 0,03 9,92 +0,18
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Figura 8: Concentracéo (g/L) de agucares no suco de laranja com L. casei NRRL B-
442 ao longo das 20 h de fermentagao.
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Ao longo da fermentagdo foram consumidos 40,17%, 40,51% e 50,46%
de sacarose, glicose e frutose, respectivamente. Observa-se na Tabela 11 que no
inicio da fermentacdo ha um maior consumo de sacarose e frutose em relacédo a
glicose. Apés 14 h de fermentacdo, a utilizagdo desses agucares pelo L. casei
diminui, o que pode ser explicado por um menor crescimento do micro-organismo

nas ultimas horas de fermentacéo (Figura 5).

Yoon et al. (2004) comentam que as BAL, como L. acidophilus, L.
plantarum, L. casei e L. delbrueckii, ao fermentarem o suco de tomate, rapidamente
reduzem os niveis de acucares do suco, utilizando-os como substrato para a
fermentacgao, reduzindo os teores de glicose de 32,4g/L para 25,2g/L apés 24 h de

fermentagao, ou seja, consumiram 22% da glicose presente no suco de tomate.

Tabela 11: Percentual de agucares do suco de laranja ao longo da fermentagéao a
30°C.

Tempo de % de sacarose ao % de glicose ao % de frutose ao
Fermentacgéao (h) longo da longo da longo da
fermentacgao fermentacgao fermentagao

0 100% 100% 100%
2 80,29% 93,18% 81,07%
4 71,73% 89,20% 78,98%
6 69,39% 84,22% 63,26%
8 65,76% 76,76% 62,63%
10 63,85% 81,74% 59,35%
12 63,35% 70,20% 58,73%
14 60,33% 61,07% 57,23%
16 60,33% 60,71% 51,38%
18 60,00% 60,03% 51,04%
20 59,83% 59,49% 49,54%

Nancib et al. (2009) estudaram a utilizagdo de agucares por L. casei em
extratos de sucos e observaram que apés 19 h de fermentagdo a propor¢cao de
utilizacéo de glicose foi de 82,2%. Com relagao a frutose, esses autores também
observaram uma redug¢ao durante as 19 h de fermentacdo, sendo 94,4% da

quantidade total de frutose utilizada.



Kun et al. (2008) verificaram que a B. lactis utilizou bem glicose e
sacarose durante a fermentacdo do suco de cenoura, reduzindo os seus valores
ap6s 12 h de fermentacdo em 20% e 10%, respectivamente. No entanto, as
concentracdes de frutose nao foram alteradas, sugerindo que este acucar nao € bem

utilizado por esta bactéria.

Por meio da Tabela 12 e Figura 9, observa-se que durante o
armazenamento por 42 dias sob refrigeracdo os agucares do suco de laranja
fermentado continuaram sendo lentamente consumidos, o que pode ser explicado
pela elevada contagem de L. casei que se mantiveram viaveis ao longo da

estocagem.

Tabela 12: Concentracdo de agucares do suco de laranja fermentado ao longo da
estocagem sob refrigeragao.

Tempo de Concentracao de Concentracao de Concentracao de
Estocagem sacarose (g/L) glicose (g/L) frutose (g/L)
(dias)
0 18,12 + 0,03 8,55+ 0,03 9,92+0,18
7 17,92 £ 0,26 8,44 + 0,02 9,88 + 0,01
14 17,10 £ 0,03 8,34 + 0,04 9,85+0,16
21 17,10 £ 0,03 7,99 + 0,05 9,77 £ 0,11
28 10,27 £ 0,03 7,79 £ 0,02 9,4 +0,11
35 3,85+0,05 6,78 £ 0,07 8,75+ 0,05
42 3,34 £ 0,00 4,77 £ 0,01 45+0,28

Ao longo de 42 dias de armazenamento foram consumidos 81,55%,
44,14% e 54,62% de sacarose, glicose e frutose, respectivamente. Observa-se na

Tabela 13 o percentual desses trés agucares no suco a cada semana de estocagem.
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Figura 9: Concentracao (g/L) de agucares no suco de laranja com L. casei NRRL B-
442 ao longo de 42 dias de estocagem sob refrigeracéo.

Tabela 13: Percentual de agucares do suco de laranja fermentado ao longo da
estocagem sob refrigeragao.

Tempo de % de sacarose ao % de glicose ao % de frutose ao
Estocagem (dias) longo da longo da longo da
estocagem estocagem estocagem
0 100% 100% 100%
98,89% 98,68% 99,59%
14 97,49% 97,54% 99,27%
21 94,40% 93,43% 98,45%
28 56,68% 91,07% 94,73%
35 21,25% 79,29% 88,23%

42 18,45% 55,86% 45,38%




5.7 Teor de &cidos no suco de laranja otimizado

A tabela 14 e a Figura 10 apresentam a redugao do pH do suco ao longo
da fermentagao, bem como a producao de acido latico observada nesse periodo. A
acidificagcdo do meio, observada no processo fermentativo, justifica o uso deste
como agente de conservagédo do suco, pois ao término da fermentacdo o mesmo

apresentou o pH de 4,32.

De acordo Vlieg; Hugenholtz (2007), as Bactérias Acido Laticas (BAL) s&o
assim denominadas por fermentarem acgucares, produzindo acido latico como
principal produto do metabolismo. Elas agem acidificando os produtos alimentares,
impedindo o desenvolvimento de bactérias indesejaveis e aumentando o periodo de
conservagao dos produtos fermentados em relacdo a matéria-prima nao fermentada
(FARIA et al., 2006).

Tabela 14: Concentracédo de acido latico (g/L) e pH do suco durante a fermentagéo
do suco de laranja com L. casei NRRL B-442.

Tempo de Fermentagéo Acido latico (g/L) pH
(h)
0 <LQ 6,00
2 <LQ 5,87
4 <LQ 5,78
6 <LQ 5,60
8 0,49 + 0,01 5,32
10 1,27 £ 0,00 5,06
12 1,99 + 0,01 4,76
14 2,50 £ 0,07 4,65
16 3,08 + 0,04 4,43
18 3,45+ 0,01 4,38
20 3,67 £ 0,04 4,32

*<LQ : menor que o limite de quantificagao
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Figura 10: Concentragéo (g/L) de acido latico e variagdo do pH no suco de laranja ao
longo das 20 h de fermentacgao.

Qizhou et al. (2009) verificaram que o pH do leite fermentado com L. caseli
reduziu ao longo da fermentagao, apresentando valores de 6,10; 5,44; 4,89; 4,71 e
4,50 com 0,6,12, 18 e 24 horas de fermentacao, respectivamente. Korbekandi et al.
(2008) ao utilizarem cultura de L. casei durante a produgédo de iogurte probiotico,

observaram que apos 5 h de fermentacao o pH do produto reduziu de 6,6 para 4,6.

Yoon et al. (2004) ao estudarem a fermentagado do suco de tomate com L.
casei, observaram que o micro-organismo reduziu o pH inicial do suco de 4,1 para
valores inferiores a 3,5 apds 72 h de fermentacéo, ndo sendo necessaria a corregao

do pH e suplementacéo de nutrientes para o crescimento dessa bactéria.

Yoon et al. (2005) ao estudarem o comportamento das BAL em suco de
beterraba, observaram que L. acidophilus e L. plantarum reduziram o pH inicial do
suco de 6,3 para baixo de 4,5 apds 48 h de fermentagao, enquanto o L.casei e o L.
delbrueckii reduziram o pH até 5,0 apds 72 h de fermentacéao, pois estes tém menor

habilidade em produzir acido latico.



A Tabela 15 apresenta os valores da producéo de acido latico durante o
armazenamento sob refrigeragdo ao longo de 42 dias. No inicio da estocagem
(correspondente a 20 horas de fermentagéo) a concentragao de AL era de 3,67 g/L,
ja ao final de 42 dias a concentracdo de AL era de 8,24 ¢/L, representando um

crescimento de 224% em relag&o ao teor de acido latico no inicio da estocagem.

Tabela 15: Concentracdo de acido latico (g/L) e pH do suco ao longo do
armazenamento do suco de laranja fermentado com L. casei NRRL B-442.

Tempo de Concentragao de % de acido latico pH
Estocagem (dias) acido latico (g/L) ao longo da
estocagem

0 3,67 £ 0,04 100% 4,32

7 3,74 £ 0,07 101,9% 4,15

14 54 +£0,04 147,1% 4,11

21 6,47 £ 0,18 174,4% 4,07

28 7,17 £ 0,07 195,4% 3,95

35 7,99 £ 0,03 217,7% 3,88

42 8,24 + 0,01 224,5% 3,88

Qizhou et al. (2009) verificaram que o pH do leite fermentado com L. casei
reduziu ao longo da estocagem sob refrigeragdo, apresentando valores de 4,50,
4,48, 4,46, 4,31 e 4,15 com 0, 7, 14, 21 e 28 dias de estocagem. Korbekandi et al.
(2008) observaram que o iogurte com L. casei apos 21 dias de armazenamento a 5°

C teve o seu pH reduzido de 4,6 para 4,46.

Faria et al. (2006) ao fermentarem leite de bufala com L. casei,
observaram que apos 22 e 24 horas de fermentacao o pH dos leites foram 5,35+0,03
e 5,0240,06, respectivamente. Apos 30 dias de refrigeracdo esses valores cairam
para 4,72+0,11 e 4,45+0,07, respectivamente. Esses autores comentam que o pH do
produto pode chegar a 4,0 durante sua vida-de-prateleira, sem ter um efeito

prejudicial sobre a viabilidade das bactérias probidticas.



Guo et al. (2009) observaram que apos 24 h de fermentagdo o L. casei
reduziu o pH do leite fermentado para 5,59 e apos 28 dias de estocagem sob
refrigeragdo o pH atingiu o valor de 4,60, indicando que o micro-organismo tem a
habilidade produzir acido mesmo em temperaturas de refrigeragcao. Akalin et al.
(2004) observaram que culturas probidticas reduziram o pH de iogurtes de 4,51 para
4.4 apbs 28 dias de estocagem sob refrigeragdo a 4° C, sendo a redugao do pH

acompanhada por redugédo na contagem de células viaveis.
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Figura 11: Concentragao (g/L) de acido latico e variagcdo do pH no suco de laranja
fermentado ao longo de 42 dias de armazenamento sob refrigeragao.

A perda de acido ascorbico no suco de laranja fermentado ao longo da
estocagem sob refrigeracdo € apresentada na Tabela 16 e Figura 11. Pode-se
observar que apos 42 dias de armazenamento o teor de vitamina C do suco foi
reduzido em 18,83%, passando de uma concentragao inicial de 730,7mg/L para uma

concentracao final de 593,12mg/L.

A temperatura de estocagem é considerada o fator mais importante na
estabilidade e qualidade dos sucos citricos, sendo o fator predominante na
degradacao do acido ascérbico por via anaerébia. O teor de vitamina C diminui com

o aumento do tempo e temperatura de estocagem (BELTRAN et al., 2009;



RAIMUNDO et al., 2007), sendo o primeiro fator o provavel responsavel pela
reducao de AA no suco de laranja fermentado, uma vez que a temperatura manteve-

se constante durante toda a estocagem.

Tabela 16: Concentracdo (mg/L) de acido ascérbico e percentual de perda da
vitamina ao longo do armazenamento do suco de laranja fermentado com L. casei
NRRL B-442.

Concentracao de acido

Tempo de Estocagem % de acido ascorbico ao

(dias) ascorbico (mg/L) longo da estocagem
0 730,70 + 0,36 100
7 683,57 + 0,36 93,55
14 672,74 +29 92,07
21 671,47 +1,3 91,93
28 663,18 + 0,63 90,76
35 661,91 + ,27 90,59
42 593,12 + 0,00 81,17
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Figura 12: Concentragao de acido ascorbico (mg/L) no suco de laranja fermentado
ao longo do armazenamento sob refrigeragao.



Beltran et al. (2009) comentam que o Comité de Experts da Associagéo
Européia de Produtores de Sucos Citricos estabelece um teor minimo de
concentragao de vitamina C nos sucos de laranja de 300mg/L, que deve ser mantido
por toda a vida de prateleira desses produtos. A quantidade de AA encontrada no
presente trabalho, mesmo apos a fermentacdo e estocagem, foi superior a este
valor. Kabasakalis et al. (2000) ao avaliarem as perdas de acido ascorbico em suco
de laranja, observaram que apds 10 dias de estocagem sob refrigeragdo o suco
perdeu 12,5% de seu conteudo original de vitamina C, que era 424,0mg/L. Apos 4
meses a perda foi de 28,9%. Beltran et al. (2009) ao avaliarem o teor de vitamina C
ao longo da estocagem de suco de laranja, observaram uma concentragao inicial da
vitamina no suco de 520,1 + 0,7 mg/L e concentrag¢des finais de 340,3 £ 0,5 mg/L e
160,2 £ 0,1 mg/L apés 35 dias de armazenamento sob refrigeragdo e temperatura

ambiente, respectivamente.

Garcia-Alonso et al. (2009) estudaram as perdas de vitamina C no suco
de tomate e observaram um teor inicial da vitamina de 680mg/L e perda de 50%
apos dois, oito e doze meses de estocagem a 37°C, 22°C e 8°C, respectivamente.
Tais resultados confirmam que a conservagao sob refrigeracado reduz as perdas de

acido ascorbico.

Dhaliwal; Hira (2004) ao estudarem perdas vitaminicas em sucos de
cenoura acondicionados em garrafas de vidro e armazenados a temperatura
ambiente, observaram que apdés 6 meses de estocagem houve perda de 80% de

acido ascorbico.

Beltran et al. (2009) comentam que as bebidas e sucos de frutas devem
ser cuidadosamente produzidos para evitar perdas de nutrientes durante o
processamento e estocagem. O AA é um importante componente nutricional dos
sucos, e o0 seu conteudo deve manter-se elevado por toda a vida de prateleira do
produto. Neste estudo foi verificada a conservagao de mais de 80% do AA no suco

de laranja fermentado apés 6 semanas de estocagem.



5.8 Avaliacéo da cor

As variagdes dos valores de luminosidade (L*) encontrados no suco de
laranja durante o armazenamento podem ser observadas na Tabela 17 e Figura 14.
Num contexto geral observou-se que os valores de L* aumentaram durante o
armazenamento a 4 °C, o que tornou os sucos mais claros, ocorrendo isso
provavelmente devido ao aumento da turbidez, provocado pelo aumento da
biomassa de L. casei. Aumento semelhante foi encontrado por Raimundo et al.
(2007) ao avaliarem as alteracdes na cor de diferentes sucos de laranja de acordo

com o processamento ao qual foram submetidos.

Raimundo et al. (2007) ao avaliarem a diferenga de coloragéo no suco de
laranja ao longo do armazenamento sob refrigeracéo, obtiveram um AE* < 2,0, que

foi considerado como valor limite para tornar-se perceptivel a visdo humana.

A AE* encontrado no presente trabalho, superou esses valores logo na
primeira semana (AE*=8,16) de armazenamento e foi aumentando até a sexta
semana (AE*=11,71). Tal alteragcado pode ser atribuida ao grande numero de células
viaveis do L. casei, pois além da sua biomassa, seus produtos metabdlicos podem
ter alterado a coloragdo do produto. Uma vez que nao existem estudos sobre
coloracdo de sucos probidticos fermentados, os sucos de laranja convencionais
serviram como parametro neste trabalho. Apesar da elevada AE*, a coloracdo do
suco de laranja fermentado ndo foi citada por nenhum provador como n&o
caracteristica do suco de laranja ou comprometedora da aceitacdo durante a

avaliacao sensorial.



Tabela 17: Coordenadas de cor no suco de laranja fermentado ao longo do tempo

Figura 13: Suco de laranja fermentado a T=30°C e pH=6,0 com L. casei B-442.

de estocagem a 4°C.

Tempo L* a* b* AE*
(dias)

0 63,87+0,15 -4,78+0,07 28,19+0,04 0

7 71,2840,25 -5,26+0,04 31,58+0,04 8,16

14 71,57+0,11 -5,4310,03 31,25+0,03 8,31

21 72,1240,08 -5,39+0,04 31,85+0,03 9,05

28 71,9740,19 -5,28+0,03 31,88+0,03 8,91

35 72,11+0,07 -5,46+0,05 32,69+0,05 9,41

42 74,82+0,12 -5,62+0,05 32,25+0,03 11,71

Cortes et al. (2006) ao avaliarem a cor de sucos de laranja fresco,
observaram que 0s mesmos apresentam valores de L* de 72.61 = 0.41, ao
compararem a diferengca de coloracdo entre o suco fresco e o pasteurizado,
observaram um AE* de 7.32 + 2.86. Esses autores comentam que para esse produto
o AE* > 2 é percebido visualmente.
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Figura 14: Variagdes de luminosidade (L*) no suco de laranja fermentado ao longo

de 42 dias de armazenamento.

Ocorreram variagdes nos valores de cor verde (-a*) e amarela (b*) durante

o0 armazenamento que podem ser observadas nas Figuras 15 e 16, intensificando

essas tonalidades no suco.
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Figura 15: Variagbes na cor verde (-a*) no suco de laranja fermentado ao longo de

42 dias de armazenamento.
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Figura 16: Variagdes na cor amarela (+b*) no suco de laranja fermentado ao longo

de 42 dias de armazenamento.

5.9 Andlise sensorial

De acordo com o teste de impressao global do suco de laranja
fermentado ndo adogado (Figura 17), observou-se que 65% apresentaram
frequéncia de notas na zona de aceitacdo, 4% na zona de indiferenca e 31% na
zona de rejeicdo. Considerando que o suco foi elaborado a partir de um suco
concentrado de laranja sem adicédo de agucar, e que mais de 40% dos agucares
naturalmente existente no suco foram consumidos durante a fermentacéo, o sabor

pouco doce do produto pode ter contribuido com o percentual de rejeigdo do suco.

Raimundo et al. (2007) comentam que as bactérias produtoras do acido
lactico, como os Lactobacillus, produzem CO., acido latico e derivados de diacetila,
que induzem um forte odor e um gosto desagradavel ao suco. A formagédo desses
compostos, caracteristicos do processo fermentativo, também podem ter contribuido

para a rejeigao do suco por alguns provadores.
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Figura 17: Distribuicdo dos provadores (n=57) de acordo com aceitagdo do suco de
laranja fermentado ndo adogado.

De acordo com o teste de aceitagdo (Figura 18) do suco de laranja
fermentado adogado com acgucar (sacarose), pode-se observar que 84%
apresentaram frequéncia de notas na zona de aceitagdo, enquanto 4% situaram-se
na zona de indiferenca e 12% na zona de rejei¢cdo. Tais resultados mostram que o
agucar pode ser utilizado como uma estratégia para melhorar a aceitagdo do suco
de laranja fermentado com probidtico, uma vez que a sua adi¢do fez com que a

aceitacao do mesmo aumentasse de 65%, no suco nao adogado, para 84%.

Faria et al. (2006) comentam que a concentragdo de agucar adicionada
ao leite fermentado nao influencia a viabilidade de L. casei, pois 0s agucares
naturalmente presentes no alimentos ja sdo suficientes para o metabolismo do
micro-organismo. Desta forma, a adigcdo de sacarose tem apenas a finalidade de
proporcionar caracteristicas sensoriais adequadas ao paladar do consumidor

brasileiro, que prefere produtos doces.
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Figura 18: Distribuicdo dos provadores (n=50) de acordo com aceitagdo do suco de
laranja fermentado adogado com agucar.

De acordo com o teste de aceitagao (Figura 19) do suco de laranja
fermentado adogado com adogante natural contendo estévia, pode-se observar que
64% apresentaram frequéncia de notas na zona de aceitagdo, enquanto 6%

enquadraram-se na zona de indiferenga e 30% na zona de rejeigéo.

304 26%
20%
20% 16%
12% 12%
2%
0%
o [ M B HH N N .
o
R < ‘){p q’&_@ y & o"’&\ %{\@ < & \,}{ho &
W) N & ‘:Q" < & '\(Q - ‘:.}‘J
& o¢ - (X G ' > $
& & G [ o (2 g & &
&> 0 o & L ® o & &
& o > N & & & &
@ & & L & @ Q S
A 53
«® ?\:,bo Q Qef’

Figura 19: Distribuicdo dos provadores (n=50) de acordo com aceitagao do suco de
laranja fermentado adogado com estévia.



Fernandes et al. (2009) e Marcellini et al. (2005) comentam que os
edulcorantes ou adogantes s&o produtos quimicos de origem sintética ou natural,
que tém a propriedade de adogar um alimento. Dentre os edulcorantes naturais,
pode-se destacar o esteviosideo, um glicidio diterpénico extraido das folhas de
Stevia rebaudiana Bertoni, com poder adocante cerca de 150 a 300 vezes maior que
0 da sacarose e grande aplicagdo na industria alimenticia devido a sua estabilidade

frente ao calor e a uma ampla faixa de pH.

Para que estes edulcorantes sejam aplicados com éxito € necessario que,
além de sua seguranga absoluta, eles apresentem caracteristicas sensoriais
agradaveis, com dogura semelhante a da sacarose. A unica forma de se avaliar a
aceitagdo de um edulcorante é pela analise sensorial (BRITO et al.,, 2006;
FERNANDES et al., 2009; MARCELLINI et al., 2005).

Fernandes et al. (2009) ao avaliarem a impressao global de sucos de
goiaba adogados com diferentes edulcorantes e com a sacarose, observaram que as
bebidas adogadas com sacarose apresentaram 78% de notas na zona de aceitacéao,
9% na de indiferenca e 14% na de rejeigdo, enquanto as amostras adogadas com
estévia tiveram 13% das notas na zona de aceitagédo, 6% na de indiferenca e 82%

na de rejeigao..

Marcellini et al. (2005) ao compararem a aceitagdo do suco de abacaxi
adogado com sacarose e com estévia em concentragdes equivalentes, observaram
que o suco com sacarose foi significativamente mais aceito do que o que utilizou a

estévia como edulcorante.

Neste trabalho, apesar dos percentuais de notas na zona de aceitagao
terem sido maiores para a sacarose em relacdo a estévia, ndo houve diferenca
estatisticamente significatica (p<0,05) entre as notas obtidas para esses dois sucos
de acordo com teste de Tukey (Tabela 17). Os dois sucos adogados, no entanto,

tiveram notas superiores a do suco n&o adogado (p<0,05).



Tabela 18: Resultados da percentagem de rejeicéo, indiferenga e aceitagéo e teste
de Tukey de suco de laranja fermentado com e sem edulcorantes.

Edulcorante Impresséo global Média
% de % de % de
rejeicao indiferenca aceitacao
Sem edulcorante 31 4 65 5,63°
Sacarose 12 4 84 6,98"
Estévia 30 6 64 6,62°

*Médias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenga significativa (p > 0,05) pelo teste de

Tukey.

Apesar do teste de impressdo global ndo ter apontado diferenca
estatisticamente significativa entre a aceitacdo do suco adogado com acgucar e
estévia, o teste de preferéncia realizado entre esses dois sucos (Figura 20) mostra
que o primeiro foi preferido por 80% dos provadores, enquanto o segundo foi
preferido por 16%. Apenas 4% dos provadores relataram nao ter preferéncia por um

ou outro suco, uma vez que nao conseguiram detectar diferencga entre eles.

4%

M Sucocom acucar

B Sucocom estévia

B Ambos, pois nao
observou diferenca

Figura 20: Distribuicdo dos provadores (n=50) de acordo com a preferéncia entre o
suco adogado com acgucar e com estévia.

Marcellini et al. (2005) comentam que a intensidade e persisténcia do
gosto doce e a presenga ou ndao do gosto residual sdo fundamentais para a

aceitacdo e preferéncia dos edulcorantes por parte dos consumidores. Assim, o



sabor residual atribuido a estévia pode ter contribuido para uma maior preferéncia

pelo suco adogcado com sacarose.

Outro fator que pode ser atribuido a uma maior rejeicao do suco adogado
com estévia € o fato de ter sido utilizada a equivaléncia de dogura recomendada
pelo fabricante, que pode nao ter resultado no mesmo sabor doce para o produto em

teste.

Independentemente das diferengas de impressao global observadas entre
os dois sucos adogados e o nado adogado, todos apresentaram uma frequéncia

satisfatéria de notas dentro da zona de aceitacao.



6 CONCLUSOES

O suco de laranja com o pH corrigido com NaOH mostrou-se um bom
substrato para o crescimento do micro-organismo Lactobacillus casei NRRL B-442.
Além de um elevado crescimento nesse alimento, o numero de células viaveis da
bactéria manteve-se acima dos niveis minimos recomendados durante todo o

armazenamento sob refrigeragao.

As condicbes otimas para a elaboracdo e fermentacdo do suco contendo
probidticos foram: indculo de 2.10" UFC/mL, pH do suco 6,0 e temperatura de
fermentagcdo 30°C. O tempo de fermentacdo ideal foi de 20 h e o tempo de
armazenamento maximo foi de 42 dias, sem perda de viabilidade para a funcéo

probidtica.

A aceitagdo do suco foi maior para os sucos adogados quando
comparada a do suco ndo adogado, mas nao houve diferenga significativa entre o
tipo de agente edulcorante utilizado (sacarose ou estévia), mostrando que o sabor
doce mascara possiveis alteragdes provocadas pela fermentacdo realizada pelas
BAL. Apesar de nao haver diferenga significativa na aceitagdo entre sacarose e
estévia, no teste de preferéncia a sacarose foi preferida pela maioria dos

provadores.

Considerando-se os resultados obtidos com crescimento, viabilidade, cor
e aceitagado, o suco de laranja fermentado com L. casei tem um grande potencial
para tornar-se uma alternativa saudavel, saborosa e isenta de lactose no mercado
de alimentos funcionais contendo probidticos, mostrando-se um substrato tao

eficiente quanto os produtos lacteos para o crescimento do L. casei.

Mais estudos devem ser realizados a fim de estudar o potencial de outros
sucos de fruta como substrato para o crescimento de micro-organismos probio6ticos,

contribuindo para o desenvolvimento de novos produtos funcionais.
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ANEXO 1

Emwa

Agroindustria Tropical
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este € um convite para vocé participar da pesquisa Elaboracdo de bebida probidtica a
partir do suco de laranja fermentado com Lactobacillus casei. Sua participagdo é voluntaria, o
que significa que vocé podera desistir a qualquer momento, retirando o seu consentimento, sem que
isso lhe traga nenhum prejuizo ou penalidade. N&o havera compensacao financeira pela sua
participacéo, ou seja, vocé ndo ird receber nenhum ressarcimento por despesas ou gratificacédo pela
participagédo. O objetivo deste trabalho é realizar analise de aceitagdo do suco de laranja contendo
micro-organismos probidticos, visando a avaliagdo da sua qualidade sensorial. O periodo de
participagédo no projeto sera de a de de 2009. Nesse periodo sua presenga sera
solicitada no Laboratério de Analise Sensorial de Alimentos da Embrapa Agroindustria Tropical, onde,
em torno de 15 minutos, vocé realizara o teste sensorial anteriormente descrito. Os dados serédo
guardados em local seguro e todas as informagdes obtidas serdo sigilosas, sendo a divulgagdo dos
resultados realizada de forma a nao identificar os voluntarios.

Apoés ser esclarecido(a) sobre as informagbes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do
estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do
pesquisador responsavel.

Dr2. Deborah dos Santos Garruti
Pesquisadora Responsavel

Consentimento da participacdo em Testes Sensoriais de suco de laranja fermentado

Eu, , portador do documento
(RG ou CPF) , concordo em participar da analise sensorial de suco de laranja
fermentado como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pela pesquisadora
sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios
decorrentes da minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.

Fortaleza, / / Assinatura:

Consentimento da participacdo em Testes Sensoriais de suco de laranja fermentado
Eu, , portador do documento
(RG ou CPF ) , concordo em participar da analise sensorial de suco de laranja
fermentado como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pela pesquisadora
sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios
decorrentes da minha participacéo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.

Fortaleza, / / Assinatura:




ANEXO 2

NOME DATA | |
SEXO: ( )Fem ( )Mas IDADE:( )<25 ( )25-35 ( )36-50 ( )>50

anos

1. Com que frequiéncia vocé consome suco de laranja?

() Diariamente () Quinzenalmente () 2/3 vezes /semana
() Mensalmente () 1 vez na semana () Semestralmente

() Nunca

2. Indique o quanto vocé gosta de leite fermentado (Yakult).
() Muitissimo () Apenas gosto () Gosto pouco () Nao gosto

3. Vocé esta recebendo uma amostra de suco de laranja com probioticos. Por favor,
prove a amostra indique o quanto vocé gostou ou desgostou, utilizando a escala abaixo:

() gostei muitissimo

() gostei muito

() gostei moderadamente
() gostei ligeiramente

() ndo gostei nem desgostei
() desgostei ligeiramente

( ) desgostei moderadamente
() desgostei muito

() desgostei muitissimo

4. Se vocé encontrasse esse produto a venda, vocé:
() certamente compraria

() provavelmente compraria

() talvez comprasse, talvez nao comprasse
() provavelmente ndo compraria

() certamente nao compraria

Comentarios:



ANEXO 3

Nome: Data:
Sexo: ( )Fem ( ) Masc. Idade: ( ) <25 ( )25-35( )36-
50 ( )>50

1. Com que frequéncia vocé consome suco de
laranja?

() Diariamente ( ) 1 vez na semana ( ) 2-3 vezes na semana ( )Quinzenalmente
() Mensalmente () Semestralmente () Nunca

2. Indigue o quanto vocé gosta de leite fermentado (ex.
Yakult)

( )Muitissimo ( )Apenas gosto () Gosto pouco ( )Nao
gosto

3. Vocé esta recebendo duas amostras de suco de laranja com probiéticos. Por favor, prove
cada

amostra e indique o0 quanto vocé gostou ou desgostou, utilizando a

escala:

Amostra Amostra

( )Gostei ( )Gostei

muitissimo muitissimo

( )Gostei muito ( )Gostei muito

( )Gostei moderadamente ( )Gostei moderadamente

( )Gostei ligeiramente ( )Gostei ligeiramente

( )Nao gostei nem desgostei ( )Nao gostei nem desgostei
() Desgostei ligeiramente () Desgostei ligeiramente
() Desgostei moderadamente () Desgostei moderadamente
( ) Desgostei muito () Desgostei muito

() Desgostei muitissimo () Desgostei muitissimo

4. Agora que vocé ja provou as duas amostras, indique qual o suco de sua
preferéncia,

colocando o cédigo da amostra no retangulo
abaixo.




ANEXO 4 - Tabela de efeitos das variaveis independentes referentes ao crescimento

e viabilidade do L. casei do planejamento experimental.

Efeitos estimados para o crescimento do L. casei apos 24 h de fermentacao
Crescimento

Fator Efeito S.E.
Média 0,13* 0,02*
pH 0,08* 0,02*
Temperatura 0,18* 0,02
pH x Temperatura 0,07 0,03

* Significativo em um intervalo de 95% de confianga

Efeitos estimados para a viabilidade do L. casei apés 24 h de fermentagao

Viabilidade
Fator Efeito S.E.
Média 8,90* 0,06*
pH 0,34* 0,07
Temperatura 1,33* 0,07*
pH x Temperatura -0,16 0,1

* Significativo em um intervalo de 95% de confianca
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