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RESUMO

Devido a crescente demanda mundial por alimentos a base de plantas e a busca por dietas mais
saudaveis, observa-se uma lacuna no mercado de produtos fermentados vegetais, especialmente
bebidas probidticas plant-based ou "a base de plantas". Neste contexto, os extratos de hibisco
e a soja destacam-se por apresentar elevado teor de compostos bioativos, podendo conferir uma
bebida com elevado valor nutricional. Considerando os efeitos benéficos dos micro-organismos
probioticos na saude, o objetivo deste projeto foi desenvolver uma bebida probiotica plant-
based de extrato de hibisco e soja e avaliar os seus efeitos dos pardmetros de processamento
sobre as caracteristicas fisico-quimicas e funcionais. O estudo utilizou um planejamento fatorial
32 para analisar diferentes concentragdes de sacarose (2, 6 ¢ 10 %) e diferentes temperaturas
(27, 37 e 47 °C) no processo de fermentacdo. Foi avaliado o efeito do teor de sacarose e
temperatura nas caracteristicas fisico-quimicas (pH e acidez), e nas propriedades funcionais
(teor de antocianinas e contagem do probiodtico Lacticaseibacillus paracasei BGP 1). A
viabilidade celular do probidtico foi determinada pelo método de contagem em placa, a analise
de pH se determinou por medigdo em potencidmetro e a acidez por titulagdo, enquanto a analise
de antocianinas foi determinada pelo método do pH diferencial. Os valores obtidos para o pH
variaram de 4,4 a 6,05, sendo o menor valor de pH obtido quando a bebida foi formulada com
10% de sacarose ¢ fermentada a 37°C. Na determinagdo de acidez o maior valor obtido foi de
0,22g de acido latico/100 mL de amostra. Na contagem de L. paracasei, a bebida apresentou
viabilidade probidtica com valores que variam de 7 a 9,5 log UFC/mL, sendo definido como
limite minimo 6 log UFC/mL. Na determinacdo de antocianinas os valores variaram de 4,6 a
21,7 mg de antocianinas /L. de amostra, sendo que o menor valor foi atingido quando a bebida
apresentou maior viabilidade probidtica. Estes dados indicam que as antocianinas podem estar
sendo metabolizadas pelos micro-organismos durante o processo fermentativo. A condicao
ideal de fermentacdo que otimiza os parametros experimentais ¢ de 6% de sacarose e incubagao
a 37°C. A bebida plant-based formulada com extrato de hibisco e soja apresentou alta
viabilidade de L. paracasei, podendo ser considerada probiotica.

Palavras-chave: Fermentag¢do; Lacticaseibacillus paracasei; alimentos funcionais;

antocianinas; veganismo.
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1 INTRODUCAO

O consumo de bebidas plant-based compde um novo estilo de vida, sendo visada por
muitas pessoas nao apenas por causa de questdes dietéticas, mas também por crencas
individuais. O Brasil, devido a sua ampla biodiversidade, apresenta um alto potencial para atuar
de forma ativa no cenario global na produgao destas bebidas (Boas et al., 2023). Alimentos
plant-based atendem nao apenas os consumidores adeptos do vegetarianismo € veganismo, mas
também sdo uma op¢do para individuos com restrigdes alimentares especificas como
intolerancia a lactose, alergia a proteinas do leite e para publico em geral que procura reduzir a
ingestdo de alimentos de origem animal (Sangaleti, 2022). E crescente a popularidade de dietas
e alimentos plant-based, ¢ muitas indistrias alimenticias t€ém se adaptado para oferecer opcdes
que facilitem a dieta das pessoas que seguem esse estilo de vida (Neto et al., 2020). Os
alimentos que compdem esta dieta caracterizam-se por apresentar compostos antioxidantes e
com acao anti inflamatoria, sendo considerados um importante aliado na prevengao contra as
doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) (Aguiar; Santos, 2022).

O extrato aquoso de hibisco vem chamando a aten¢do das industrias de alimentos,
bebidas e farmacéuticas, que comeg¢am visualizar a possibilidade de exploragdo desse vegetal
como matéria-prima para elaboracdo de varios alimentos e como fonte natural de corante
(Vizzotto et al., 2009). O calice de hibisco tem um alto teor de cinzas totais, carboidratos bem
como, os baixos teores de lipidios e proteinas (Abreu et al., 2019). A soja é a principal
commodity agricola produzida no pais (Embrapa, 2023) e seu extrato aquoso destaca-se por
apresentar alto teor de nutrientes, principalmente proteinas e carboidratos. Ainda, a soja €
considerada uma importante fonte de isoflavonas, como genisteina, genistina, daidzeina,
daidzina sdo consideradas as principais (Salgado, 2017), e seu extrato aquoso destaca-se por
apresentar composi¢do quimica similar ao leite de vaca, com bom potencial para ser utilizado
como substrato para fermentagdo por probidticos.

Os probioticos sdo organismos vivos que conferem beneficios a saude do hospedeiro,
quando administrados em quantidades adequadas (Leandro, 2021). Este grupo de micro-
organismos, que pode ser utilizado na elaboragdo de bebidas plant-based, possuem alegacao de
propriedade funcional de acordo com a legislacdo brasileira. A biotransformacdo em bebidas
plant-based por micro-organismos probidticos representa ndo apenas uma estratégia para
preservacdo de alimentos, mas também um processo eficiente para elevar a diversidade de

nutrientes e propriedades bioativas (Zhong et al., 2021). Varios estudos revelam que as



propriedades das bebidas sdo alteradas durante sua fermentagdo, podendo aumentar ou reduzir
seu teor dos compostos bem como suas propriedades terapéuticas. Neste contexto, fermentar o
extrato aquoso de hibisco e soja com bactérias probidticas € uma alternativa que atende aos
desafios atuais no desenvolvimento de novos produtos. Entretanto, as condicdes de
processamento podem afetar as propriedades fisico-quimicas e funcionais da bebida, pois altera
o metabolismo dos probioticos.

Assim, o objetivo deste estudo foi desenvolver uma bebida probidtica plant-based de
extrato de hibisco e soja e avaliar o efeito dos pardmetros de processamento sobre as

caracteristicas fisico-quimicas e funcionais.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bebidas plant-based

Alimentos plant-based ou ““a base de plantas”, representam um nicho de mercado que
vem crescendo nos ultimos anos, trazendo um apelo de alimentacdo saudavel por estar
associado ao estilo de vida de uma parcela da populagdo. Segundo Luz e Pallone (2022), o
consumo de bebidas e alimentos a base de plantas ¢ ascendente em todo o mercado mundial.
Isso ocorre porque o publico adepto a esse tipo de dieta, como os vegetarianos, veganos e
intolerantes e/ou alérgicos a alimentos de origem animal, buscam cada vez mais uma melhor
qualidade de vida e o desenvolvimento de novos habitos alimentares. Os alimentos plant-based
atendem a publicos distintos e os principais critérios de escolha destes alimentos, sdo as
caracteristicas sensoriais e o preco (Maciel Neto, 2019).

O consumo balanceado de alimentos de origem vegetal estd diretamente relacionado ao
bom funcionamento do organismo e prevencdo de doencas cronicas ndo transmissiveis
(DCNT), o que fomenta ainda mais o consumo destes alimentos e incentiva a redu¢do no
consumo de alimentos de origem animal (Aleixo et al., 2021). Assim, o consumo de uma maior
diversidade de alimentos vegetais como frutas, graos integrais, oleaginosas e vegetais, esta
correlacionada a menores riscos de doencas cardiovasculares (Satija; Hu, 2018). O estudo
apresentado por Mcmacken e Shah (2017) concluiu que adotar um estilo de vida baseado no
consumo de plant-based pode auxiliar no tratamento de doengas como diabetes tipo 2, doengas
cardiovasculares, obesidade, hipertensdo e inflamacao do organismo, além de diminuir o risco
de cancer.

Apesar dos consumidores aumentarem a busca por produtos vegetais, estes produtos
diferem dos alimentos de origem animal quanto a composi¢do quimica e caracteristicas
sensoriais. H4 muitas diferencas entre as caracteristicas do leite animal e os extratos vegetais.
O leite animal ¢ proveniente de mamiferos como vacas, bufalas, ovelhas e cabras, enquanto as
bebidas vegetais sdo obtidas através do processamento dos graos e sementes de cereais,
leguminosas e oleaginosas. Uma das leguminosas geralmente utilizadas na elaboracdo de
extratos vegetais € a soja, que possui um elevado teor de proteinas. Seu extrato hidrossoluvel
quando enriquecido de Calcio, vitamina D e vitamina B12, se assemelha ao leite de origem
animal, podendo servir como substituto do leite do ponto de vista nutricional. Os demais

extratos vegetais geralmente ndo possuem elevado teor de proteinas e precisam ser fortificados



para serem considerados substitutos do leite integral pasteurizado ou UHT (Cirilo; Olivieri;
Martins, 2020).

A crescente demanda por produtos vegetais levou a industria a oferecer novas opgoes
para esse mercado, sendo as bebidas vegetais produzidas através da maceracao de ingredientes
vegetais em agua. Elas sdo fortificadas para equilibrar a composi¢do nutricional. No entanto, o
desenvolvimento desses produtos ainda esta em andamento, buscando melhorar o sabor e atrair
mais consumidores (Block et al., 2020).

Reis e Siqueira (2021) realizaram um estudo com o objetivo de enumerar produtos de
origem vegetal, considerados imitadores lacteos, listaram um total de 225 produtos presentes
no mercado brasileiro, sendo elaborados por uma variedade de matérias-primas vegetais, em
sua grande maioria formuladas a partir do extrato hidrossoluvel de soja e outros vegetais como
arroz, extrato de améndoas, coco, castanha-de-caju e por ltimo, de aveia. Existem no mercado
bebidas, iogurtes, queijos ¢ manteigas a base de vegetais, sendo que o maior numero de
produtos encontrados sdo as bebidas em ascendéncia quando comparado aos outros imitadores
lacteos (Quadro 1). Dentre as marcas destacam-se Ades, oferecendo bebidas a base de soja,
améndoas, coco e outros vegetais com uma diversidade de sabores podendo ser adicionadas de
sucos de frutas, fortificadas de vitaminas e minerais, a Yoki que atua na mesma linha de
produtos com uma infinidade de sabores, a Almond Breeze oferece produtos a base de
améndoas com uma grande importancia, entre outras marcas listadas que representam o

mercado nacional.

Quadro 1 — Principais marcas de bebidas elaboradas a partir de matrizes vegetais

Marecas Bebidas
ADES a base de soja, améndoa, coco, adicionadas de suco de frutas.
YOKI a base de soja adicionadas de suco de frutas.
ALMOND N A . .
BREEZE a base de améndoas saborizada e adicionada de suco de frutas.
. Linhas a base de soja puro e em sabores e linhas com bebida de arroz
NESTLE . . .
integral e bebida de aveia integral.
A empresa belga oferece bebidas vegetais, como soja, améndoa, coco,
ALPRO . ~
arroz, aveia ¢ avela.
DANONE Bebidas a base de améndoas sabores original, original sem agucar,

baunilha e baunilha sem agucar.




SILK Bebidas vegetais a base de coco, castanha-de-caju e améndoas.

Bebidas e sobremesas vegetais a base de soja nas versdes com e sem

BATAVO adicao de actcares, também versdes saborizadas.
NATURE’S Bebidas vegetais a base de coco, arroz, castanha-de-caju e améndoas,
HEART também em versodes adicionadas de cacau.

Fonte: Autoria propria (2023).

Existe um apelo comercial para o consumo destes produtos, sendo destacado a auséncia
de lactose, auséncia de produtos de origem animal, baixo teor de gordura, entre outros
beneficios que os consumidores buscam ao comprarem produtos plant-based, visando uma
alimenta¢do mais saudavel e diversificada (Reis; Siqueira, 2021).

O potencial terapéutico dos alimentos plant-based pode ser aumentado pela adicao de
micro-organismos probidticos, por meio da fermentagdo. A fermentacdo latica tem como
principal matriz o leite de origem animal, entretanto, as matrizes vegetais vem ganhando espago
entre os consumidores de produtos funcionais, e sdo substratos elegiveis para o crescimento
microbiano (De Souza ef al., 2020). Produtos lacteos fermentados sao considerados as melhores
matrizes no fornecimento de probidticos, entretanto, a obtengdo de alimentos probidticos de
matrizes ndo lacteas vem sendo crescente e amplamente investigado (Swain, 2014). De acordo
com Deziderio (2019), substituir os ingredientes lacteos na fermentacdo por extratos vegetais €

vidvel, pois as bebidas vegetais sdo um bom substrato para o crescimento de probidticos.

2.1.1 Extrato aquoso de hibisco

O hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) (Figura 1) vem atraindo a aten¢do das industrias de
alimentos, de bebidas e farmacéuticas, que comecam a vislumbrar a possibilidade de exploragao
racional desse vegetal como matéria-prima para elaborag¢do de alimentos e como fonte natural
de corantes (Vizzotto et al., 2009). Dentre os seus constituintes, a parte geralmente empregada

na elaboracao de alimentos e bebidas ¢ o seu calice.




Figura I- Calices de hibisco (H. sabdariffa L.)

Fonte: Camillo (2015).

O calice de hibisco possui alto teor de cinzas totais, carboidratos e fenolicos totais, além
da atividade antioxidante, bem como, baixo teor de lipidios e proteinas. Abreu et al. (2019)
determinaram a composi¢ao quimica dos calice de hibisco, e encontraram os teores de umidade
de 61,76% + 1,15, cinzas de 8,6% = 0,03, lipidios de 0,85% = 0,07, proteinas de 0,2% = 0,00,
carboidratos de 28,59 %. Os teores de compostos fenolicos totais e a atividade antioxidante em
H. sabdariffa L. foi respectivamente igual a 429,84 + 5,16 (EAG/100g) e 626,32 + §,03 (umol
Trolox/L). Em funcdo da sua composi¢cdo quimica e teor de compostos bioativos presente, o
calice do hibisco ¢ utilizado pela populacao em situagdes de pressdo alta, doencas hepaticas e
febre, e as suas acOes farmacologicas incluem atividade antioxidantes, atividade antipirética e
nao antiinflamatorias (Ali; Wabel; Blunden, 2005).

O hibisco ¢ uma planta bioativa e possui um alto teor de antocianinas € compostos
fendlicos. Os compostos fendlicos ou polifendis constituem um dos grupos de substancias mais
numerosos e amplamente distribuidos no reino vegetal, com mais de 8.000 estruturas fenolicas
atualmente (Bravo, 1998). Os compostos fenolicos sdo estruturas quimicas que apresentam
hidroxilas e anéis aromadticos (Figura 2), nas formas simples ou de polimeros, que os
conferem o poder antioxidante, podem ser naturais ou sintéticos (Angelo; Jorge, 2007).

Estes compostos sdo originados do metabolismo secundério das plantas, sendo
essenciais para o seu crescimento e reproducdo, além disso se formam em condi¢des de estresse
como: infecgdes, ferimentos, radiagdes UV, dentre outros. Os compostos fendlicos sdo incluidos
na categoria de interruptores de radicais livres, sendo muito eficientes na prevencao da

autoxidacdo (Angelo; Jorge, 2007).
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Figura 2 - Estrutura do Fenol

OH

Fonte: Liu (2007).

Dentre os compostos fenolicos presentes no hibisco, destacam-se as antocianinas, que
sdo flavonoides, grupo de pigmentos naturais amplamente distribuidos no reino vegetal. As
antocianinas (Figuras 3 e 4) (das palavras gregas anthos, flor e kianos, azul) sdo pigmentos
vegetais, responsaveis por uma grande variedade de cores observadas em flores, frutos, algumas
folhas, caules e raizes de plantas, que podem variar do vermelho vivo ao violeta/azul. Sao
compostos soluveis em agua e altamente instaveis em temperaturas elevadas, caracterizados
pelo nticleo basico flavilio (cation 2-fenilbenzopirilio) que consiste de dois anéis aromaticos
unidos por uma unidade de trés carbonos e condensados por um oxigénio. A molécula da
antocianina ¢ constituida por duas ou trés por¢des, uma aglicona (antocianidina), um grupo de

agucares e, frequentemente, um grupo de acidos organicos.

Figura 3 - Estrutura quimica das Antocianinas

OH
CH,OH
Aglicona Substituicdo glicosidica Acilagdo
(Estrutura do anel B) (substiticio nas posigbes 3 (esterificacdo das hidroxilas do
eb) agucar)
R,=R;=H Pelargonidina D-ghcose Acidos cindmicos
R,=OH,R,=H Cianidina D-galactose p-cumarico
R,=R,=0H Delfinidina D-xlose Ferdlico
R,=0CH, R;=H Peonidina L-+amnose Caféico
R,=OCH, R;=OH Petunidna L-arabinose
R:=R; =0CH, Malvidina Rutincse Acidos alifascos
Soforose Acélico
Sambubose Maldnico
Gentiobicse Succinico

Fonte: Malacrida; Motta (2006).
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Aproximadamente 22 agliconas sdo conhecidas, das quais 18 ocorrem naturalmente e
apenas seis (pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina) sdo

importantes em alimentos (Castafieda, 2009).

Figura 4 - Antocianinas mais importantes

Delphinidin Malvidin Petunidin

Fonte: Rein (2005).

As antocianidinas, por sua vez, sdo flavonoides que quando glicolisadas originam as
antocianinas. As antocianinas sao pigmentos hidrossoluveis responsaveis pelas cores vermelha,
azul, rosa, magenta, violeta existentes em elementos da natureza. Os célices de H. sabdariffa
L. sdo bastante ricos neste composto.

As antocianinas foram os compostos majoritarios nos célices de hibisco, sendo que a
delfinidina 3-sambubiosideo e cianidina 3-sambubiosideo representaram 41 e 13% do total de
compostos fenolicos, respectivamente. Dentre os dcidos fendlicos, os componentes majoritarios
foram o acido 3-cafeoilquinico e 4acido 5-cafeoilquinico, representando 15 ¢ 13% do total de
compostos fendlicos, respectivamente (Piovesana, 2016).

O célice pode ser empregado na forma in natura ou desidratado. A secagem do célice
de hibisco ¢ uma alternativa que agrega praticidade a sua utilizagdo na alimentacao
(Vizzotto; Castilho; Pereira, 2009). Os calices de hibisco desidratado geralmente sdo utilizados
na elaboragdo de bebidas como o chd, sendo que esta também pode ser chamada de extrato
aquoso de hibisco, além disso, os extratos apresentaram pH entre 2,34 ¢ 3,16 (Dos Santos et al.,

2014).
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As condi¢des de preparagao da infusdo podem afetar as caracteristicas do extrato aquoso
de hibisco. Dos Santos e Somera (2022) utilizaram 1,5g de calice de hibisco desidratado e 75
mL de agua destilada, e estudaram como as condi¢des de infusdo afetam a extragdo de
compostos bioativos do hibisco. Os autores verificaram que a infusao do calice de hibisco em
90°C por 35 minutos, confere um cha com maior teor dos compostos fenolicos e antocianinas.

Ribeiro et al. (2018), realizaram o ché de hibisco utilizando 2g do produto em 150 mL
de 4gua fervente, permanecendo na sua infusao por 15 minutos. Jabeur et al. (2017) realizaram
infusdo do calice de hibisco a 100 °C por 5 minutos, utilizando 500 mg de amostra seca e 100
ml de dgua destilada. A Tabela 1 apresenta diferentes condi¢des de preparo do cha de hibisco.

Outros autores utilizaram condi¢des diferentes para elaborar o extrato aquoso de
hibisco. No trabalho desenvolvido por Nguyen e Chuyen (2020) foi usado 1 g de calice
desidratado e 200 mL de 4gua quente a 90 °C por 15 minutos. Os autores Sobota et al. (2016)
efetuaram a infus@o aquosa de célices de hibisco utilizando 5 g de célices e 200 mL de agua a

80 °C deixando descansar por 15 minutos, seguido de filtragem.

Tabela 1 - Condigdes utilizadas para a infusdo do calice de Hibisco

Peso Volume Temperatura Tempo Referéncia
o . Nguyen e Chuyen
lg 200 mL 90°C 15 min (2020)
o . Sabota, Pinho e
5¢g 200 mL 90°C 15 min Oliveira (2016)
2g,3,5geSg 100 mL 30 %()21(53 Ce 5,7,5e 10 min  Fonseca (2020)
o . Ribeiro et al.
2g 150 mL 100°C 15 min (2018)
500mg 100 mL 100°C 5 min Jabeur et al.

(2017)

Fonte: Dos Santos e Somera (2022)

2.1.2 Extrato aquoso de soja

A soja, Glycine max (L) Merril, € a principal commodity agricola produzida no pais, e o
Brasil atualmente ¢ o maior produtor mundial deste grao (Embrapa, 2023). Suas flores sdo de

cor branca e suas vagens verdes que, quando maduras, tornam-se amarelo-palido ou marrom
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claro. As vagens possuem vdarias sementes, que apresentam forma arredondada e lisas
(Nepomuceno; Farias; Neumaier, 2021).

O grao de soja verde ¢ fonte de niacina, acido ascorbico (vitamina C), riboflavina
(vitamina B2), e pro-vitamina A, ja madura, ¢ 6tima fonte de tiamina (vitamina B1), riboflavina
(vitamina B2), vitaminas E e K e acido f6lico. Por possuir em sua composi¢do lipidios (6leo),
carboidratos (acucares e fibras), proteinas, e minerais, a soja ¢ considerado um alimento
calorico-protéico (Mandarino; Panizzi; 2021).

As proteinas da soja possuem alto valor biologico, podendo ser comparadas com as
proteinas presentes nos alimentos de origem animal (Mandarino; Panizzi, 2021). O teor de
proteina da soja alcanca os 38 %, sendo que as globulinas sdo aproximadamente 90 % das
proteinas presentes na soja e tem solubilidade em pH de 4,5 (Salgado, 2017; Pereira; Oliveira,
2006).

O 6leo da soja é rico em acidos graxos poli-insaturados: linoléico (Omega-6) e
Linolénico (Omega-3), e lecitina (Mandarino; Panizzi, 2021). Nos grios de soja os lipideos
chegam aos 20%, ¢ composto de 20% de acidos graxos saturados e 80% de 4cido graxo mono
e poli-insaturados, a soja ¢ fonte de acido alfa-linolénico (Salgado, 2017). Entretanto para
Pereira e Oliveira (2006), a composicao ¢ de 13% de 4cidos graxos Saturados (sendo 9%
palmitico e 4% estedrico) e 86% de 4acidos graxos insaturados (sendo 24% oléico, 54%
linoléico e 8% linolénico), e ainda 1 a 3% de substancias ndo-saponificaveis: tocoferois,
vitaminas A e esterdides (sitosterol, camposterol e estigmasterol).

Os carboidratos totais da soja sdo aproximadamente 30%, desse total os agucares livres
somam 8% (Pereira; Oliveira, 2006), sendo que 4% ¢ rafinose, 36% de estaquiose e 60% ¢ de
sacarose. No grao de soja estdo presentes carboidratos insoluveis que sao: a hemicelulose,
celulose, lignina e tragos de amido, os trés primeiros sdo chamados de fibras insoliveis, por
serem componentes estruturais da parede celular (Mandarino, s/d), por outro lado as fibras
soluveis chegam a 30% (Morais, 2001). O extrato de soja por conter em sua formulagdo
oligossacarideos naturais (rafinose e estaquiose), que sdo classificados como prebidticos ao
auxiliar o desenvolvimento de probidticos (Simposio de Alimentos, 2009).

A soja ¢ composta de aproximadamente 5 a 6% de minerais, e pode ser considerada
uma fonte moderada de célcio (Mandarino; Panizzi, 2021). Os minerais que sao encontrados na
soja podem ser divididos em dois grupos os macronutrientes que sao: fosforo, magnésio, calcio

e potassio, e 0os micronutrientes que sdo ferro e zinco (Mandarino, s/d).
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Os principais compostos fitoquimicos da soja sdo: fitatos, inibidores de proteases,
isoflavonas, saponinas, compostos fendlicos, fitoesterois, polipeptideos de baixo peso
molecular, acidos graxos poliinsaturados, fosfolipidios (lecitina, cefalina, fosfatidil inositol),
oligossacarideos (rafinose e estaquiose) e tocoferois (vitamina E) (Mandarino; Panizzi, 2021).
Dentre os compostos fitoquimicos o que mais se destaca ¢ as isoflavonas, sendo que os teores
encontrados sdo entre 12 e 461 mg x 1007 (Carrdo-Panizzi et al., 2009). Os isoflavonoides e
as proteinas da soja, auxiliam na prevencao de doengas como: osteoporose, doengas renais,
sintomas da menopausa, doengas cardiovasculares aterosclerotica e alguns tipos de céncer
(Salgado, 2017).

Considerando a composi¢do quimica da soja, o uso deste grao pode ser considerado
promissor na alimentacdo humana. Um dos derivados utilizados como substituto do leite animal
¢ o extrato aquoso de soja. O extrato aquoso de soja € um produto livre de colesterol, ndo contém
lactose, podendo ser consumidos também por pessoas alérgicas ao leite de vaca. Contém
proteinas, acidos graxos insaturados, linolénico, linoléico e oléico, apresenta baixo teor de
sodio. Seu pH ¢ em torno de 6,6, e no organismo sua acao ¢ neutralizante de acidez (Benassi,
Mandarino, 2003).

O extrato de soja pode ser obtido por diferentes métodos, sendo os mais conhecidos o
método de Cornell (Cornell method), método de Illinois (/llinois method) e método da
hidratacdo rapida (Rapid hydration hydrothermal cooking). O método de Cornell foi
desenvolvido na Universidade de Cornell nos EUA, ¢ um método com trituragdo a quente, ndo
utilizando a maceracdo da soja como etapa anterior a tritura¢ao. A soja descascada ¢ adicionada
em um triturador ligeiramente aquecido com agua quente. A temperatura deve ser mantida em
torno de 80 a 100°C para inativagdo da lipoxigenase. E realizada a fervura através de jatos de
vapor por 10 minutos e com agitacdo constante. Em seguida € centrifugada a mistura e o extrato
¢ engarrafado e esterilizado a 121°C por 12 minutos. A temperatura da dgua no inicio do
processo nao pode ser menor que 80°C para evitar a formagdo de sabor de feijao cru, conhecida
como beany flavor, para isso € necessario aquecer a soja antes.

Ja4 o0 método de Illinois foi desenvolvido pela Universidade de Illinois nos EUA, ficou
popularmente conhecido como método do pré-branqueamento. E utilizado um branqueamento
com agua fervente dos graos secos por 20 minutos ou de graos pré-hidratados por 10 minutos,
nessa etapa ocorre a inativacao das enzimas. Sao separados os graos e feita a trituragem com
agua fria, devendo alcangar 12% de sodlidos totais. Ocorre um aquecimento até 93,3°C e a

mistura ¢ homogeneizada, nessa etapa podem ser adicionados 0,25 a 0,5% de bicarbonato de
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sodio, a adi¢do do 4cido cloridrico ¢ utilizado para neutralizar. De outro modo, o método da
hidratacdo rapida nesse processamento a soja € transformada em farinha para ser misturada com
agua quente, essa mistura ¢ submetida a jatos de vapor a 150°C por 30 segundos e nessa etapa
ocorre a inativag¢ao das enzimas. A mistura ¢ resfriada e com adi¢ao de agua € feito o ajuste para
10% de solidos totais, e centrifugada, para separagdo do extrato (Venturini Filho, 2010).

Diversos estudos tém demonstrado que o extrato aquoso de soja ¢ um substrato
adequado para o crescimento de probioticos. Marin et al. (2014), realizaram a caracterizagao
fisico-quimica e sensorial de bebida probiotica de soja, e desenvolveram uma bebida a base de
extrato de soja, frutooligossacarideo e lactossoro, saborizada com mel e fermentada com o
micro-organismo Lactobacillus acidophilus. A bebida apresentou pardmetros fisico-quimicos
adequados, obteve um resultado adequado para contagem de niimero de células vidveis que
caracteriza os produtos probidticos conforme o padrdo da legislagdo brasileira, e foi aceita
sensorialmente, com maior nota no atributo sabor.

Bren, dos Santos e de Almeida (2010) desenvolveram uma bebida probiotica a partir de
extrato soluvel de soja, utilizaram em sua formulagdo 50% extrato soluvel de soja, 50% dagua,
11,5% de leite em p6 e 8% glicose. A bebida apresentou boas caracteristicas, sendo utilizada
para fermentacdo do mix de bactérias probidticas, havendo crescimento adequado na bebida.

Fereira, Faria e Munhoz ( 2019) também elaboraram bebidas fermentadas de soja por
probidticos e acrescidas de prebidticos, as bebidas obtiveram caracteristicas fisicas conforme
a literatura, a bebida a base de extrato de soja foi inserida de prebidticos, contendo formulacao
padrdo (sem prebidtico), formulacdo 1 (5% de inulina), formulacio 2 (5%
frutooligossacarideos), formulacdo 3 (5% de frutooligossacarideos e 5% de inulina), e
adicionadas de culturas lacticas probioticas (Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium
lactis e L. acidophilus). Os extratos de soja fermentados adicionados com frutooligossacarideos
e inulina apresentaram os seguintes resultados para caracterizacdo fisico-quimicas: pH padrao
( 4,21) e as amostras 1, 2 e 3 apontam os seguintes resultados 4,25, 4,26 ¢ 4,30,
respectivamente, para atividade de 4gua o resultado padrao apontam 0,975 e as amostras 1,2 e
3 exibem os resultados 0,978, 0,973 e 0,980, e os solidos soluveis (°Brix) apresentaram o padrdo
de 20°Brix e as amostras 1, 2 e 3 mostram os resultados de 23, 20 e 23, respectivamente. Estes
estudos indicam que o extrato hidrossoluvel de soja € considerado uma matriz vegetal adequada

para o desenvolvimento de probidticos.
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2.2 Micro-organismos probioticos em bebidas

Alimentos que fornecem beneficios a saude, além da func¢ao de nutrir sdo considerados
alimentos funcionais, € 0s probidticos sao micro-organismos que possuem alegacdo de
propriedade funcional. Segundo a Organizagdo Mundial de Satde (OMS), probioticos sao
organismos vivos que conferem beneficios a saude do hospedeiro, quando administrados em
quantidades adequadas (Leandro, 2021). Este grupo de micro-organismo geralmente ¢ utilizado
nas industrias de produtos lacteos, devido a facilidade de se adaptar e desenvolver no leite de
origem animal.

Os probioticos promovem inimeros beneficios a saude humana, como a prevengao de
cancer de colon e atividade antimicrobiana (Wendling; Weschenfer, 2013), além de contribuem
também na prevencao de doencgas cardiovasculares, doengas intestinais e diabetes (Villamil et
al., 2020), auxiliam na manuten¢ao do sistema imune, na sintese de vitaminas do complexo B,
melhoram a digestibilidade da lactose (Badard ef al., 2008), atuam em desarranjos intestinais e
no aumento da absor¢ao dos minerais (Santos et al., 2011). O estudo desenvolvido por Oliveira
et al. (2002) afirma que o consumo de probioticos auxilia na melhora da qualidade de vida de
pacientes com doenga de Crohn e colite ulcerativa, oriundas do desequilibrio do sistema
imunoldégico.

As mudancas nos hébitos alimentares e uma busca por um estilo de vida mais saudavel
colocam estes alimentos em ascensao, porém, ¢ importante salientar que o consumo didrio de
alimentos funcionais probidticos devem conciliar com um hébito de vida saudéavel e uma
alimentagdo diversificada para alcancar seus efeitos benéficos oferecidos (Costa et al., 2013).

Os beneficios terap€uticos promovidos pelos probidticos sdo obtidos quando estes
micro-organismos permanecam vivos quando entrarem em contato com o suco gastrico
presente no estdmago, para posteriormente se aderirem a mucosa entérica e disputar espaco e
nutrientes com micro-organismos patogénicos presentes no intestino (Nogueira; Gongalves,
2011). Estudos apontam que € necessario garantir a viabilidade dos probidticos maior que 9 log
por por¢do, durante o processamento ou armazenamento, para apresentar os efeitos esperados
a saude (Hill ez al., 2014).

Diferentes espécies pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobactérias tem sido
empregado na elaboracdo de bebidas plant-based, como Limosilactobacillus fermentum,

Limosilactobacillus reuteri, Lactobacillus acidophilus, Lactiplantibacillus plantarum,
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Lacticaseibacillus rhamnosus, Lacticaseibacillus casei, and Bifidobacterium sp (Bau et al.,
2023). As industrias que atuam na area de laticinios e que buscam desenvolver e produzir
produtos funcionais, possuem em suas formulagdes principalmente os micro-organismos dos
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium (Santos et al., 2011; Dos Santos; Varavallo, 2011).

Dentre os micro-organismos mais empregados destaca-se o género Lactobacillus criado
em 1.901, abrangendo mais de 261 espécies, sdo bactérias Gram-positivas, mesofilas, em forma
de bastonetes, seus arranjos ocorrem aos pares, em cadeias curtas ou de forma isolada, possuem
a parede celular espessa, sdo anaerobios facultativos e fermentadores de carboidratos,
convertendo-os em acido-latico, seu principal metabdlito (Anvisa, 2021).

Foi publicada uma nova classificacdo taxondmica do género Lactobacillus no
"International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology", por Zheng et al. (2020),
nesse estudo, das 261 espécies avaliadas, apenas 38 permaneceram classificados como
Lactobacillus, enquanto os demais foram subdivididos em 25 géneros, dos quais 23 sdo géneros
novos. Essa reorganizacdo reflete uma compreensdo mais detalhada da diversidade e
relacionamentos dentro do género Lactobacillus.

Lacticaseibacillus casei (LCG) ¢ um grupo dentro da familia Lactobacillaceae
composto por Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e Lacticaseibacillus rhamnosus,
que sao filogeneticamente e fenotipicamente semelhantes, Lacticaseibacillus casei e
Lacticaseibacillus paracasei tém uma relagdo muito proxima e sao semelhantes em termos de
suas caracteristicas (Cui ; Qu, 2021).

Rocha (2020) avaliou as curvas de crescimento de diferentes linhagens (Lactobacillus,
Lactiplantibacillus, Lacticaseibacillus, Pediococcus e Enterococcus) de micro-organismos
conclui que nas temperaturas que variam de 30°C e 37°C, nenhuma temperatura de crescimento
foi limitante para nenhuma linhagem, no entanto, todas obtiveram maior crescimento a 37°C
apos 12h de incubagdo. Sendo assim, utilizaremos o micro-organismo Lacticaseibacillus
paracasei como cepa fermentadora da bebida plant-based probidtica.

A atividade probiotica presente nas bebidas fermentadas se refere principalmente a agao
de bactérias acido-laticas (BAL) (Da Silva Carneiro ef al., 2012). A fermentagdo ¢ um processo
bioquimico que faz parte dos processos de conservagdo e transformacdo de matérias-primas
promovida pela atividade metabolica dos micro-organismos na producdo de alimentos
(Gongalves et al., 2021). Balthar (2022) atirma que bebidas fermentadas a base de plantas por
BAL apresentam de forma positiva viabilidade e estabilidade celular, sendo satisfatoria para a

fermentagdo lactica, demonstrando caracteristicas sensoriais harmoniosas e convenientes.
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Utilizar destes probioticos em alimentos além de promover a funcionalidade, beneficios
a saude e prevencao de doencgas, proporcionam caracteristicas sensoriais unicas amplamente
utilizadas na produgdo de alimentos derivados lacteos, produtos carneos, vegetais e panificados.
Nos derivados lacteos ¢ comum serem adicionados de probiodticos bebidas como o iogurte, kefir,
leite fermentado, queijos, entre outras. Apesar do emprego de probidticos ser mais frequente
em alimentos lacteos, a incorporagdo em alimentos de origem vegetal vem ganhando espaco.

Estudos realizados com bebida fermentada com extrato hidrossoluvel de soja (EHS),
bebidas fermentadas de aveia, arroz, améndoas, castanha-do-brasil e soja, bebida probiotica de
suco de maracuja, bebida probidtica de sabor manga e uva, bebida probidtica de suco de caja,
bebida probiotica fermentada com EHS adicionada de polpa de grumixama, inulina e whey
protein, bebida probidtica de suco de caji e bebida probidtica de suco de uva demonstraram
que a utilizacdo de probioticos em bebidas plant-based ¢ viavel (Tabela 2). Na maioria dos
estudos investigou-se as caracteristicas fisico-quimicas desenvolvidas apos o processo
fermentativo, bem como as biotransformacdes de compostos antioxidantes presentes nas

matrizes utilizadas e a viabilidade celular ap6s periodos de armazenamento e estocagem.



Tabela 2 - Bebidas probioticas elaboradas a base de plantas
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Bebida Micro-organismo Parametros avaliados Formulac¢ao Principais resultados Referéncia
probidtico

Bebida Lactobacillus acidophilus Contagem BAL; 80,5% (50% agua, 50% Contagem < 10% UFC/mL/g; (Bren et al.,

fermentada de LA-5 e por pH; extrato soluvel de soja); pH 4,5 -5,0; 2010)
EHS Bifidobacterium bifidum Analise sensorial. 8% glicose e 11,5% de 81,33% de aceitabilidade.
BB-12 leite em po.

Bebidas Streptococcus °Brix; Extrato vegetal Determinacao de 12h do processo (DEZIDERI

fermentadas: thermophilus, Acidez titulavel, (matriz/agua): arroz, soja, fermentativo; 0, 2019)

de aveia, arroz,
améndoas,
castanha-do-

brasil e soja;

Lactobacillus acidophilus
LA-5, e Bifidobacterium
BB-12

pH;
Lipidios;
Extrato seco;
Cinzas;
Proteinas;
Carboidratos;

Contagem BAL.

améndoas, castanha-do-
Brasil
Na propor¢ao 10% (m/m);
Aveia (matriz/agua) na
propor¢ao 8% (m/m);
Formulagao 2: Utilizagao
Acgucar refinado
padronizado a 4° Brix

(CA).

Ajuste solidos soliveis nao
influenciou a taxa de
desenvolvimento BAL;
Castanha-do- Brasil apresentou

melhor desempenho.



Bebida Lactobacillus casei
probiotica de
suco de

maracuja

Bebida Lactobacillus acidophilus
probiotica de
sabor manga e

uva

Contagem BAL;
pH;

Analise Biomassa;° Brix;
Acidez Total;
Acidez latica;

Vitamina C;

Analise Sensorial.

Determinacao do crescimento
durante a fermentacao TO ao
Té6;

Viabilidade celular;
pH;

°Brix.

Formulagao 1: Propor¢ao
de 1:3 (suco: dgua mineral)
pH original 3,03
Formulagao 2: Propor¢ao
de 1:3 (suco: 4gua mineral)
pH ajustado 6,0 e Adicao
de NaOH 5 M.

Suco comercial de manga e
uva adicionado de agucar ¢
sem conservantes,
adicionados de solucao
tamponante NaOH at¢€ o

pH de 6,5;

Ajuste com NaOH apresentou
maior viabilidade probidtica (21
dias);

Formulag¢ao com pH ajustado
apresentou maior viabilidade
probidtica (21 dias);
Determinacao do tempo e
temperatura de fermentacao

30°C /20h.

Suco de manga obteve
crescimento até 6 horas, com
consumo de aglcar e pouca
alteracao no pH.

Aos 15 dias a viabilidade celular
decresceu. No suco de uva, no
tempo de 6 horas a viabilidade
celular j& havia decrescido com
consumo de agucares e alteragao

do pH.
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(Machado;
Rizzatto,

2019)

(Souza,

2014)



Bebida
probiotica de

suco de caja

Bebida
probidtica
fermentada

(EHS)

adicionada de

Lactobacillus acidophilus Delineamento composto
NRRL B-4495 central para defini¢do de
Temperatura, Tempo e pH;
pH;
Acidez titulavel,
Solidos Soluveis Totais;
Cor;
Viabilidade probidtica;
Viabilidade Gastrointestinal;
Compostos Fenolicos Totais;
Atividade antioxidante pelos

métodos ABTS e DPPH;

Lactobacillus acidophilus Acidez
LA-5 Titulavel,

Cinzas;
Lipideos;
Proteina;

Suco de Caja extraido e
filtrado, padronizado a 8,0
°Brix pela adi¢do de agua

destilada e pH ajustado
para 6,4 com bicarbonato

de sodio de grau

alimenticio;

Formulacgao 1: 6% de EHS,
15% de polpa de
Grumixama, 8% de agucar
cristal, 0,05% de goma

arabica/acacia, 4% da

Os substratos se mostraram
viaveis no crescimento de L.

Acidophilus.

Determinacao da temperatura,
tempo e pH de fermentagao:
30°C/16h/ pH 6,4;
Diminui¢do dos compostos
fenolicos apos o processo
fermentativo, consequentemente
diminuic¢ao da atividade
antioxidante,
Apresentou viabilidade e
estabilidade probidtica aos 28
dias sob refrigeragdo a4° C e

contagem de 8,7 Log UFC/mL;

A adicdo de inulina e whey
protein corroboram de forma
positiva com os parametros

fisico-quimicos, funcionais e de

viabilidade.
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(Ribeiro,
2019).

(Ramos,

2020).



polpa de
grumixama,
inulina e whey

protein.

Bebida
probidtica

Suco de Caju

Lactobacillus casei

NRRL B-442

pH; cultura microbiana do
Umidade; Lactobacillus acidophilus,
Compostos Fenolicos Totais; restante agua potavel.
Atividade Antioxidante. Formulag¢ao 2: Adicionada

de 2% de whey protein.
Formulagao 3: Adicionada
de 1% de inulina
Formulagao 4: Adicionada
de 2% de whey protein,

1% de inulina.

Contagem de BAL; Apos a fermentagdo, o
Acgucares; suco foi dividido em duas

Teor de écido latico; partes. Adicionado de
Vitamina C; Actcar de mesa (8% p /
Cor; v ), amostras de suco de

Compostos Fenolicos Totais;  caju probidtico adogado e
Atividade Antioxidante; nao adocado (80 ml)
pH;
Atividade Enzimatica;

Avaliag¢ao Sensorial.

Todas as formulagdes
apresentaram viabilidade
probidtica acima de 10" UFC/
mL.

Sob refrigeracdo durante 42 dias
0 suco se manteve estavel e com
aumento da viabilidade na
amostra adogada;

A fermentagdo conservou a
atividade antioxidante e o teor de
acido ascorbico do suco quando

comparado ao nao fermentado.
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(Pereira,

2013)



Bebida
probiotica de

suco de uva

Bebida de soja

fermentada

Lacticaseibacillus

rhamnosus LR-04

Bifidobacterium animalis
ssp. lactis BB-12 e
Lactobacillus acidophilus

LA-5

Contagem de BAL;
pH;
Atividade antioxidante

(FRAP), (ORAC) e (DPPH);

Determinacao de solidos
soluveis °Brix;
pH;
Acidez total titulavel;
Umidade;
Andlise de agucares (CLAE);
Contagem de BAL;
Qualidade Higiénico-

Sanitaria;

Suco uva organica 50%
v/v, suplementado com 3%
m/v de farinha de casca de

uva, 7,5% de sacarose ¢

agua destilada, pH
ajustado para 5,5 com

Carbonato de Calcio.

0, 3 € 6% (m/m) de agucar
refinado, 6% (m/v) de
extrato de soja em po

(Olvebra Industrial S.A,
extrato de soja em po
provesol SM-N), 1,2% de
fosfato tricélcico e 2% de
sorbato de potéssio e dgua

potavel.

Apresentou viabilidade e

estabilidade celular;

Processo fermentativo continuou

mesmo ap0s refrigeragao sob

4°C, houve redugdo do pH,

Aumento da atividade

antioxidante ap6s a fermentacao;

Determinagao do processo

fermentativo 37°C/ 18h.

Bifidobacterium animalis e

Lactobacillus acidophilus

tiveram uma boa multiplicagcdo na

bebida, inclusive na de 0%

Sacarosc,

O tempo de armazenamento nao
teve um efeito significativo no
pH, mas mostrou uma diferenca

significativa no teor de sacarose.
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(Balthar,
2022)

(Leal, 2017)

Fonte: Autoria propria (2023).
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2.2.1 Viabilidade dos probidticos em bebidas

As bebidas plant-based probidticas devem apresentar caracteristicas sensoriais
adequadas, nimero minimo de probidticos viaveis recomendado e alto teor de substancias
benéficas na nutricdo humana. No entanto, a matriz alimentar ¢ significativamente alterada
durante a fermentacao devido a produgdo de acidos, compostos volateis e outras transformagdes
que alteram as caracteristicas sensoriais da bebida (Bat et al., 2023).

A concentragao de probioticos necessaria para obter um efeito clinico ¢ frequentemente
citada como >10 ® UFC/mL no intestino delgado e >10% UFC/g no célon. A dose para tratamento
de uma doenga aguda por um determinado agente probiotico pode ser inferior ou superior, na
ordem de 10 vezes ou 100 vezes ou mais em termos de unidades formadoras de colonias (UFC)
(Minelli; Benini, 2008). Entretanto, fatores como pH, acidez, temperatura, teor de agucares,
presenca de outros micro-organismos inibidores pode afetar a viabilidade dos probioticos.

Deziderio (2019) desenvolveu bebidas vegetais fermentadas a base de aveia, améndoas,
soja, castanha-do-brasil e arroz. Neste estudo, um grupo de bebidas foi adicionado e
padronizado a 4,0 °Brix de sacarose, enquanto o segundo grupo foi formulado somente com os
extratos vegetais. De acordo com este estudo, concluiu-se que a adi¢do da sacarose nas bebidas
nao influenciou a taxa de desenvolvimento e estabilidade das BAL, porém os extratos com
ajuste de solidos soluveis a 4,0 °Brix obtiveram caracteristicas fisico-quimicas diferentes
quando comparado aos extratos sem ajuste. As bebidas vegetais foram comparadas com a
bebida controle (produzida com leite de vaca), e na andlise de pH observou-se que as bebidas
adicionadas de sacarose (castanha-do-brasil e améndoas) foram as que mais se assemelham ao
pH da bebida controle que foi de 4,26 apds 12h de fermentacdo, sendo respectivamente o pH
da bebidas vegetais de 4,23 ¢ 4,24.

Leal (2017) elaborou uma bebida vegetal formulada a partir de 6% (m/v) de extrato de
soja em po, 1,2% de fosfato tricalcico e 2% de sorbato de potassio, dgua potavel e agucar
refinado nas concentracdes de 0, 3 e 6% (m/m). A bebida foi fermentada com Bifidobacterium
animalis ssp. lactis BB12 e Lactobacillus acidophilus La-05. Neste estudo observou-se também
que independentemente da quantidade de sacarose, B. animalis e L. acidophilus tiveram uma
boa multiplicagdo na bebida de soja, inclusive na propor¢ao de 0%, com viabilidade probiotica
entre 10° e 10° UFC/mL mesmo ap6s 30 dias de prateleira. Na analise dos agucares determinada
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, a sacarose, assim como o oligossacarideo

estaquiose, foi consumida proporcionalmente a sua concentragdo ¢ utilizada como substrato



25

pelas BAL durante a fermentagdo. A rafinose ndo foi detectada antes da fermentagdo, e os
acucares, frutose e glicose foram quantificados nas bebidas ap6s a fermentacao devido a quebra
dos agucares. Para o pH o tempo de armazenamento (30 dias) das bebidas nao teve um impacto
significativo, no entanto, o tempo de armazenamento interagiu com os processamentos € com
a quantidade de sacarose adicionada, fazendo com que essas sim tivessem alteracdes
significativas.

Yoon et al. (2005) avaliaram a viabilidade de producao de suco de beterraba esterilizado
e fermentado, utilizando as culturas probioticas Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus delbrueckii e Lactobacillus plantarum. Como resultado, foi verificado que L.
acidophilus e L. plantarum foram mais eficientes na redu¢do do pH do suco (para valores
inferiores a 4,5, a partir de valor inicial de 6,3) durante a fermentagdao. Entretanto, o L.
plantarum revelou-se mais resistente a estocagem em temperatura de 4°C durante quatro
semanas (10°- 108 UFC/mL de produto). Outro experimento com suco de cenoura fermentado
por L. plantarum revelou ser mais resistente a estocagem em temperatura de 4°C demonstraram
populagdes de 107 UFC/mL, ao final da vida de prateleira do produto, caracterizando-o com
uma bebida vegetal probiotica (Yoon et al., 2006).

Além do teor de sacarose e tipo de micro-organismo, a temperatura ¢ um fator que
também afeta o processamento de alimentos probidticos. Conforme Saad ef al. (2011), as baixas
temperaturas empregadas no congelamento e/ou refrigeracdo, visando a conservagdao do
produto, também poderiam ser um fator limitante no desenvolvimento de bebidas probioticas.
Essas temperaturas poderiam levar, também, a redu¢do da carga microbiana e/ou perda da
viabilidade pelos micro-organismos. Entretanto, diversos estudos demonstram que a
manuten¢cdo de bebidas probidticas em temperaturas de 4°C, refrigeradas, pode ser uma
alternativa para elaboragdo de sucos e/ou néctares probiodticos. Do ponto de vista da qualidade
sensorial da bebida, a manutencdo sob baixas temperaturas ¢ interessante, pois com a redugdo
da temperatura, reduz-se, também, a atividade metabolica dos micro-organismos probidticos.

A temperatura de estocagem e o teor de sacarose também podem afetar a viabilidade
dos probidticos. De acordo com Saarela et al. (2006), em experimentos com suco de laranja, de
uva e de maracuj4, adicionados de Bifidobacterium animalis subsp. lactis e sacarose verificaram
que a viabilidade do micro-organismo foi maior no suco estocado a 4°C do que naquele
estocado a 20°C e que a sacarose funcionou bem como crioprotetor em sucos de frutas. Chou e
Hou (2000), pesquisaram a viabilidade de duas espécies de Bifidobacterium em uma bebida

fermentada de soja adicionada de sacarose e armazenada sob temperatura ambiente a 5°C.
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Como resultado, as populacdes de B.longum foram menos resistentes durante o periodo de
estocagem, quando comparadas com as B. infantis. O armazenamento das bebidas a temperatura
ambiente foi mais letal para os micro-organismos do que o armazenamento sob refrigeragao, a
adicao de sacarose aumentou a viabilidade celular a temperatura ambiente, em especial para B.

infantis.

2.2.2 Biotransformagdes em bebidas probioticas

O uso de micro-organismos probioticos na fermentagdo de bebidas plant-based é um
processo que representa nao apenas uma estratégia para preservagao de alimentos, mas também
uma forma eficiente para elevar a diversidade de nutrientes e propriedades bioativas (Zhong et
al.,2021). Estudos revelam (Tabela 1) que as propriedades das bebidas sao alteradas durante a
fermentagdo, podendo aumentar ou reduzir o teor de compostos com propriedades terapéuticas.
Neste contexto, fermentar o extrato aquoso de hibisco e soja com bactérias probiodticas ¢ uma
alternativa que atende aos desafios atuais no desenvolvimento de novos produtos.

Um estudo elaborou bebidas fermentadas de caja com Lactobacillus acidophilus NRRL
B-4495, utilizaram delineamento composto central 22 para otimizar as condigdes de pH e
temperatura empregadas no processo de fermentacdo, sendo consideradas ideais para a
elaboragdo da bebida probiotica 16 horas de fermenta¢do e pH inicial de 6,4, e a temperatura
empregada no processo fermentativo foi de 30°C. Avaliou-se também a concentracdo de
compostos fenolicos totais da bebida ndo fermentada e apds as 16h de fermentagdo, através
método Folin-Ciocalteau, observou-se que o suco ndo fermentado apresentou concentragao de
609,3 ng EAG/mL, enquanto a bebida fermentada por 16 h apresentou 123,20 EAG/mL. Foi
observado diminuicdo dos compostos fenolicos apds o processo fermentativo, propde-se
também que o ajuste do pH antes da fermentacdo esteja relacionada as modificagcdes dos
compostos e consequentemente a sua diminui¢do. A atividade antioxidante foi determinada
pelo sequestro dos radicais livres, de DPPH 3,28 umol TE/mL e ABTS 3,56 pmol TE/mL, que
também foi maior na amostra ndo fermentadas, enquanto a atividade maxima nas amostras
fermentadas foi de 0,38 pmol TE/mL para DPPH e 2,87 umol TE/mL para ABTS. O suco
apresentou viabilidade celular e estabilidade durante os 28 dias armazenados sob refrigeracao
a 4°C, e contagem de 8,7 Log UFC/mL da bebida probiotica (Ribeiro, 2019).

Hashemi (2017) utilizou suco de limdo doce na produ¢do de uma bebida probidtica com

adi¢do de Lactobacillus plantarum LS5. A viabilidade das células aumentou durante o processo
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de fermentativo com condi¢des empregadas em estufa a 37°C por 48 horas, chegando a 8,63 +
0,38 log UFC/mL, apds o tempo de 28 dias armazenado a 4°C a viabilidade diminui para 7,14
+ 0,21 log UFC/mL, mantendo a viabilidade probiotica da bebida fermentada. Observou-se
também que o suco apresentou atividade antibacteriana contra Salmonella typhimurium e
Escherichia coli. Logo apos a fermentacdo houve um aumento do pH, concentracdo de acido
latico e da capacidade antioxidante da bebida, enquanto diminuem as concentragdes de glicose
e frutose, acido citrico, acidez total e compostos fendlicos. Durante o armazenamento houve
diminui¢do dos compostos fendlicos e antioxidantes nas amostras fermentadas e nao
fermentadas, o 4acido ascorbico quando comparado apresentou-se mais estdvel no suco
fermentado.

Balthar (2022) elaborou uma bebida probiodtica com suco de uva orgénica, suplementada
com farinha de casca de uva e sacarose, fermentada com cepas de Lacticaseibacillus rhamnosus
LRO04, a bebida foi fermentada por 18 h/ 37°C, sendo avaliada antes e depois do processo
fermentativo, e acompanhada durante 45 dias de armazenamento sob refrigera¢ao de 4°C. Além
do produto apresentar viabilidade celular e estabilidade no periodo acompanhado, nas analises
realizadas pelo método de DPPH e FRAP, observou-se um aumento na capacidade antioxidante
das bebidas apds o processo fermentativo, sendo que o ensaio de DPPH apresentou o aumento
de 60% da capacidade antioxidante da amostra fermentada, quando comparada com a amostra
nio fermentada, 97,08 para 164,56 mM trolox mL™!. O maior valor encontrado para atividade
antioxidante foi no 7° dia de armazenamento, 289,46 mM trolox mL-!. A capacidade
antioxidante pelo método de FRAP (Potencial Antioxidante Redutor do Ferro), também
aumentou apds o processo fermentativo, de 21,72 para 27,61 mM sulfato ferroso mL-"!. O valor
maximo da capacidade antioxidante encontrado pelo método de FRAP assim como o de DPPH,
foi no 7° dia sob refrigeragdo apds o processo fermentativo, 34,36 mM sulfato ferroso mL™.
Estes dados indicam que o suco de uva probidtico apresenta uma maior capacidade antioxidante
quando comparado ao suco de uva nao fermentado.

As biotransformacgdes revelam a necessidade de avaliar os parametros de processamento
das bebidas plant-based, especialmente do processo fermentativo, que podem afetar as

caracteristicas fisico-quimicas e funcionais da bebida.
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3  OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver uma bebida probiotica plant-based de extrato de hibisco e soja e avaliar o

efeito dos parametros de processamento sobre as caracteristicas fisico-quimicas e funcionais.

3.2 Objetivos especificos

- Elaborar uma bebida plant-based de extrato de hibisco e soja, utilizando o probiotico
Lacticaseibacillus paracasei BGP1.

- Avaliar o efeito da temperatura de fermentacao e teor de sacarose nas propriedades da
bebida probidtica de hibisco, utilizando um planejamento fatorial 32.

- Determinar o teor de antocianinas monoméricas, viabilidade celular do probiético, pH

e acidez das bebidas probioticas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Matéria-prima e ingredientes

Para elaboracao da bebida foi obtido o extrato de hibisco, utilizando calices de hibisco
(H. sabdariffa L.) desidratados adquiridos comercialmente (Prima Frutta) que foram
armazenados em embalagens a vacuo sob refrigeragao 4 °C, extrato hidrossoluvel de soja
comercial sem a adicdo de acucares da marca Ades, ¢ sacarose comercial.

A cepa utilizada como cultura probiotica foi Lacticaseibacillus paracasei LY OFAST
BGP 1 adquirida comercialmente da empresa Clerici-Sacco®, Brasil. A cultura liofilizada foi

mantida na embalagem original, sob congelamento.

4.2 Desenvolvimento da bebida plant-based probiodtica

4.2.1 Elaboragao do extrato de hibisco

Na elaboragdo do extrato de hibisco foram utilizados calices desidratados e
homogeneizados, moidos em moinho analitico (Marca IKA - Modelo A11 Basic 2900000) por
aproximadamente 30 segundos. Na infusdo foi utilizada a propor¢do de 1g de hibisco triturado
para cada 100 mL de agua destilada aquecida ~ 90 °C, e o extrato obtido por infusdo em banho-
maria a 90 °C por 25 minutos, seguido de resfriamento em banho de gelo e posteriormente a

formulagdo das bebidas. A Figura 5 apresenta o fluxograma de elaborag@o do extrato de hibisco.
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Figura 5 — Preparo do extrato aquoso de hibisco

Extrato de hibisco

)

Preparo dos calice de
hibisco
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de agua destilada
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Infusao 90°C / 35 min.
em banho maria

v

Resfriamento e
filtragao do cha

Fonte: Autoria propria (2023).

4.2.2 Formulagdo da bebida plant-based probidtica

A formulagdo geral da bebida plant-based probiotica estd apresentada na Tabela 3.

Tabela 3 - Formulagdo geral da bebida plant-based

Ingredientes %
Extrato de hibisco 60
Extrato de soja Ades 30
Sacarose e/ou agua* 10

* Conforme planejamento fatorial 3% (Tabela 2).
Fonte: Autoria propria (2023).

Para a formulagdo da bebida foi utilizado 60% de extrato aquoso de hibisco, 30% de
extrato hidrossolivel de soja comercial sem adi¢do de agucares e 3 diferentes percentuais de
sacarose que variam de 2, 6 ou 10%, conforme planejamento fatorial (item 4.2.3), com adi¢ao
de agua destilada de 8, 4 ou 0%, respectivamente com objetivo de completar 100% da
formulacao. A bebida foi adicionada da cepa probidtica L. paracasei BGP1, na concentracao de

0,01 UC/L (Unidade de Contagem/ Litro).
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4.2.3 Planejamento fatorial e desenvolvimento da bebida

A elaboracao da bebida foi realizada conforme o fluxograma apresentado na figura 6.

Figura 6 — Fluxograma de elaboragéo da bebida plant-based

Formulacao das bebidas
plant-based

v

Extrato de hibisco
Extrato de soja Ades
Sacarose e/ou agua

v

tratamento térmico:
05°C / 10 min.

v

Resfriamento das bebidas
até atingir ~ 37° C
v

Adicao da cultura
probidtica 0,01 UC/L

v

12h de fermentacao

Fonte: Autoria propria (2023).

Seguindo o planejamento fatorial 32 (Tabelas 3 e 4), foram formuladas bebidas com 150
mL, sendo inicialmente pesadas as quantidades de sacarose conforme o planejamento,
posteriormente adicionadas de agua até completar 10% da formulagdo se necessario, depois
adicionadas de extrato de hibisco e extrato hidrossoltivel de soja com propor¢des fixas de 60 e
30%, respectivamente. Os ingredientes foram adicionadas em frascos de vidros esterilizados e
submetidos a tratamento térmico de 95°C por 10 minutos, seguido de resfriamento em banho
de gelo até atingir temperatura ambiente, para entdo serem adicionadas da cultura probidtica na

concentracgdo inicial estimada de 0,01 UC/L, que corresponde ao peso de 0,024g de cultura
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probidtica liofilizada (a unidade de medida utilizada ¢ a indicada pelo fabricante no rétulo da
embalagem). Foram empregadas 12 horas fixas de fermentagdo em diferentes condig¢des de
temperatura 27, 37 e 47°C. A fermentacao da bebida probidtica em diferentes temperaturas teve
como objetivo explorar os efeitos nas caracteristicas da bebida, tendo em vista que a alteragao
da temperatura de fermentagdo modifica o ambiente em que os micro-organismos realizam suas
reagdes bioquimicas, as biotransformagdes que ocorrem durante o processo de fermentacao
podem ser influenciadas, bem como suas caracteristicas fisico-quimicas. Portanto, fermentar
em diferentes temperaturas teve como objetivo explorar a adaptagdo do micro-organismo a
diferentes variacdes térmicas, compreendendo o impacto dessas variagdes nas
biotransformagdes e obtendo informagdes relevantes para aplicagdes praticas para as industrias
de alimentos.

Foi utilizado o planejamento fatorial 3%, com o intuito de investigar os possiveis efeitos
do teor de sacarose e temperatura de incubagdo nas caracteristicas das bebidas. Neste
planejamento foram realizados 11 ensaios, sendo trés repeticdes no ponto central (ensaios 5, 10

e 11), conforme a Tabela 4. A realizagdo dos ensaios ocorreu de forma aleatoria.
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Tabela 4 - Varidveis e niveis do planejamento fatorial 32 para elaboracdo de bebida plant-based

Variaveis independentes

Ensaios Codificadas Decodificadas
X X2 Xi Xz
: 1 -1 2% 27°C
2 1 0 2% 37 °C
3 -1 1 2% 47°C
! 0 1 6% 27°C
3 0 0 6 % 37°C
6 0 1 6 % 47 °C
7 1 -1 10 % 27°C
8 ! 0 10 % 37°C
? 1 1 10 % 47°C
10 0 0 6 % 37°C
H 0 0 6 % 37°C

*X1 € X2 s30 os niveis codificados das variaveis independentes (X; Sacarose) e (X, Temperatura em °C).
Fonte: Autoria propria (2023).

Foram avaliadas as seguintes func¢des respostas nos produtos fermentados: acidez (Y1),
pH (Y2), teor de antocianinas monoméricas (Y3), € contagem de L. paracasei (Y4).

A analise de varidncia (ANOVA) da regressao e coeficiente de determinacao (R2) foram
realizados para verificar o ajuste do modelo aos dados experimentais. As funcdes respostas
foram ajustadas conforme o modelo: Y=o + B1x1 + Pox2 + Brixi2 + P22x22 + Broxix2 + € (Equagdo
1), onde, Y= fun¢do resposta, x; € x> = niveis das variaveis codificadas, p = coeficientes
estimados para cada termo do modelo de superficie de resposta e e= erro puro. Para analise de
regressdo e variancia e superficie de resposta utilizou-se o software Statistica Academic

Ultimate (Statsoft, 2021).
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4.3 Procedimento analiticos

431 pH

A analise de pH foi realizada ap6s as 12 horas de fermentagao, por meio de leitura em
potenciometro (marca TECNOPON modelo mPA- 210) calibrado com solugdo tampao pH 4,0
e pH 7,0 conforme metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (Instituto Adolfo Lutz,
2008).

4.3.2 Acidez total titulavel

Na determinagdo da acidez total utilizou-se o método de titulagdo potenciométrica
descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (2008), onde foram diluidos 10 mL de amostra em 100 mL
de 4gua destilada, titulado com solu¢a@o de hidroxido de sédio 0,1 M padronizado com pHmetro
(marca TECNOPON modelo mPA- 210) e sob agitacdo eletromagnética (marca SOLAB
modelo SL-91) até atingir o pH de 8,3. O método tem como principio a neutralizagao do 4cido
presente na amostra pela solugdo base (NaOH 0,1 M) sendo utilizado potenciometro durante a
titulagdo com aumento gradual do pH até atingir pH de 8,3 que indica o ponto de equivaléncia
da titulagdo, o resultado ¢ expresso em gramas de acido latico por 100 mL de amostra (Instituto
Adolfo Lutz, 2008).

O célculo utilizado para a determinagdo da acidez ¢ descrita pela equagdo abaixo:

n*f 09

gAL/100mL = —=

Sendo que:

n: volume em mL de solucao de hidréxido de sddio gasto na titulacao;
f: fator de correcdo da solugdo de hidroxido de sodio;

0,9: fator de conversao para o acido lactico;

V: volume da amostra.
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4.3.3 Determinagdo de antocianinas monoméricas

A andlise de antocianinas monoméricas foi determinada pelo método de pH diferencial
conforme metodologia descrita por AOAC (2005), sendo a absorbancia analisada em
espectrofotometro (marca QUIMIS - modelo Q898U2MS5, Sao Paulo, Brasil) realizada a 517 e
700 nm. De acordo com o método, as antocianinas sao pigmentos que sofrem mudancas de cor
reversiveis em diferentes pHs. Em pH 1,0, elas se encontram na forma de oxonio colorido,
enquanto em pH 4,5, estdo na forma de hemiacetal descolorido. Essas mudancas de coloragao
podem ser quantificadas por meio da diferenga de absorbancia em espectrofotometro. A
diferenga de absorbancia dos pigmentos a 517 nm € proporcional a concentracdo do pigmento.
Os resultados foram expressos com base na antocianina delfinidina 3-sambubiosideo. As
antocianinas degradadas na forma polimérica ndo sdo incluidas nas medi¢des, pois sdo
resistentes a mudanca de cor, independentemente do pH, e absorvem tanto em pH 4,5 quanto
em pH 1,0 (Lee; Durst e Wrolstad, 2005).

Em tubos de ensaio, foram adicionados separadamente 7 mL de solucdo tampao de
cloreto de potassio 0,025 M pH 1,0 e a solugao tampao de acetato de sodio 0,4 M pH 4,5, em
seguida, foi adicionado 3 mL da amostra em cada tubo. Os tubos foram agitados em vortex e
colocados em um ambiente livre de luz, por um periodo de 20 minutos, logo apos isso, as
amostras foram transferidas para frascos de eppendorf e os frascos centrifugados em uma
centrifuga refrigerada (marca PHD — modelo HR/T16M) a 10.000 rpm por 10 minutos, apds a
centrifugacao, o sobrenadante foi utilizado para a anélise em espectrofotometro nos diferentes
niveis de absorbancia. A analise foi realizada dentro do prazo de 20 a 50 minutos, pois esse € o
intervalo em que ocorre a reagdo e evita-se a degradacdo das antocianinas.

A formula utilizada para o célculo da concentragdao de antocianinas ¢ representada pela

equagao abaixo:

4 .. mg_A*MW*DF*103
ntocianinas (T) = G D

Onde:
MW ¢ a massa molecular para delfinidina 3-sambubiosideo (597,14 g/mol);
DF ¢ o fator de dilui¢do da amostra;

€ ¢ a absortividade molar da delfinidina 3-sambubiosideo (26000 L/mol.cm);
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10 ¢ o fator de conversdo de grama para miligrama;

A ¢ calculado pela seguinte formula apresentada pela equacdo abaixo:

A = (Abs 520 — Abs 700)pH 1,0 — (Abs 520 — Abs 700)pH 4,5

4.3.4 Viabilidade celular

A contagem de L. paracasei BGP 1, foi realizada em duplicata, pela técnica de contagem
em placa por semeadura em profundidade com dgar MRS, com incubagdo a 37°C por 72 horas
em jarra anaerobia de PVC com indicador de CO» As amostras foram diluidas em série, em
solugdo de agua peptonada 1% e homogeneizadas em agitador vortex mixer por 30 segundos,
sendo inoculadas em dgar MRS 1 mL das amostras e incubadas em anaerobiose a 37°C/72

horas. Os resultados foram expressos em log UFC/ mL (IRIGOYEN et al., 2005).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito do teor de sacarose e temperatura de fermentac¢ao nas propriedades da bebida

plant-based de extrato de hibisco e soja

O efeito do teor de sacarose (X1: 2, 6 e 10%) e temperatura (Xz: 27, 37 e 47 °C) de
fermentacdo de bebidas plant-based foi avaliado, e os resultados obtidos para as fungdes-
resposta pH, acidez, contagem de L. paracasei e teor de antocianinas esta apresentado na Tabela
5. As fungdes-resposta foram submetidas a andlise de variancia, e os resultados estdo

apresentados na Tabela 6.

Tabela 5 - Resultados para as fungdes respostas pH, acidez, contagem de L. paracasei e teor de antocianinas

Funcgodes-resposta

Ensaios
pH Acidez Antocianinas Contagem de L. paracasei
(g/100mL) (mg/L) (log UFC/mL)
1 5,95 0,06 21,74 8,22
2 5,20 0,13 5,93 9,00
3 6,05 0,05 17,19 6,74
4 5,60 0,06 13,21 8,68
5 4,85 0,17 4,67 9,49
6 5,90 0,05 5,78 7,03
7 5,50 0,06 10,60 8,57
8 4,40 0,22 5,97 9,17
9 5,75 0,06 4,82 7,18
10 4,90 0,16 6,16 9,34
11 4,70 0,17 12,40 9,31

Fonte: Autoria propria (2023).
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Tabela 6 - Analise Variancia (ANOVA) do modelo obtido pela aplicacdo da metodologia de superficie de

resposta aos dados experimentais.

FATOR SS df MS F P

y1 = Analise de pH
Sacarose (%) L (x1) 0,400417 1 0,400417 28,5284  0,001074
Temperatura(°C) L+Q (x2) 2,698606 2 1,349303 96,1335  0,000008
Error 0,098250 7 0,14036

y2 = Teor de acidez
Sacarose (%) L (x1) 0,001667 1 0,001667 5,0000 0,055767
Temperatura (°C) Q (x2) 0,035030 1 0,035030  105,0909  0,000007
Error 0,0002667 8 0,000333

y3 = Teor de antocianinas
Sacarose (%) L (x1) 91,8068 1 91,80682  20,72358  0,003882
Temperatura (°C) L+Q (x2) 162,3785 2 81,18924  18,32687 0,002783
1*2 46,3740 1 46,37401  10,46802 0,017789
Error 26,5804 6 4,43006
ya = Contagem de L. paracasei

Sacarose (%) L+Q (x1) 0,29132 2 0,145659 14,1811  0,005324
Temperatura (°C) L+Q (x2) 8,82851 2 4414253  429,7638  0,000000
Error 0,06163 6 0,010271

X1 € x2 sdo os niveis codificados de X1 (Sacarose %) e X2 (Temperatura °C) varidveis independentes.
SS= soma dos quadrados. df =graus de liberdade. MS = quadrados médios. Valor de P = significativo abaixo de

0,05.

5.2 pH e acidez

Fonte: Autoria propria (2023).

O pH (y1) das bebidas plant-based de extrato de hibisco e soja variou de 4,4 a 6,05,

conforme dados contidos na Tabela 5. O modelo utilizado para estimar o pH pode ser descrito

como yi= 5,46 - 0,26.x; + 0,11.x2 - 0,5.x2%. A funcdo-resposta pH, apresentou coeficiente de

determinagio (R?) de 0,96, evidenciando que o modelo se ajustou de forma adequada aos dados

experimentais. Os termos representados pela sacarose (linear; x;) e temperatura (quadratica;

x2%) foram significativos, conforme dados da Tabela 6. O termo atribuido a temperatura (linear;

X2) ndo apresentou significancia, porém foi mantido pois contribui com o valor obtido do R2.
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No grafico de superficie de resposta (Figura 7) observou-se que, quando a bebida
probiotica plant-based foi fermentada com um teor maior de sacarose (xi:1; Xi:10%) e
temperatura no ponto central (x2:0; X»:37°C), houve maior diminui¢do do pH (4.,5). A
diminui¢do do pH representa uma maior atividade metabodlica do L. paracasei, ja que durante
o processo fermentativo ha um aumento na produgdo de acido latico, que resulta em maior
acidez e consequentemente diminui¢do do pH.

O modelo utilizado para estimar o teor de acidez (y2) da bebida pode ser descrito como
y2= 0,094 + 0,02.x; + 0,06.x2%. A funcdo-resposta teor de acidez, apresentou coeficiente de
determinagio (R?) de 0,93, evidenciando que o modelo se ajustou de forma adequada aos dados
experimentais. Somente o termo quadratico da temperatura de fermentagio (x2?) foi
significativo, entretanto, o teor linear da variavel x; foi mantido devido a sua contribui¢do no
ajuste do modelo matematico. O teor de acidez da bebida variou de 0,05 a 0,22 g/100 mL de
acido latico, conforme os dados apresentados na Tabela 5. O ensaio 8 formulado com (xi1: 1)
10 % de sacarose e fermentado a 37°C (x2: 0) foi o que apresentou maior indice de acidez,
consequentemente maior atividade probiotica. Para este parametro avaliado a temperatura de
fermentagdo influenciou consideravelmente, o que era esperado tendo em vista que o micro-
organismo probidtico utilizado no processo fermentativo tem como condi¢do Otima de
crescimento temperaturas proximas a 37°C.

O grafico de superficie de resposta representado pela Figura 8 confirma que a bebida
probiotica plant-based fermentada com um teor maior de sacarose (xi: 1; Xi: 10%) e
temperatura no ponto central (x2: 0; X2: 37°C), apresenta uma maior acidez (0,22 g AL/100mL),
coincidindo com os dados apresentados na Figura 7, que apresenta um menor pH para estas
condi¢des de fermentacdo. A acidez elevada e um baixo valor de pH justificam uma maior
atividade metabolica dos micro-organismos, que produzem 4cido latico que contribui para a

alteracdo destes parametros.
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Figura 7 - Superficie de resposta gerada para o pH, em funcdo do percentual de sacarose (x1) e da temperatura de

fermentacdo (x2) da bebida probidtica plant-based, x1 = -1 (2%), 0 (6%) e +1 (10%); x> =-1 (27 °C), 0 (37 °C) e
+1 (47 °C).
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Fonte: Autoria propria (2023).

Figura 8 - Superficie de resposta gerada para a acidez, em fungdo do percentual de sacarose (x1) e da temperatura

de fermentacdo (x2) da bebida probidtica plant-based, x; = -1 (2%), 0 (6%) ¢ +1 (10%); xo =-1 (27 °C), 0 (37 °C)
e +1 (47 °C).
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Fonte: Autoria propria (2023).



41

Um estudo elaborado por Marin et al. (2014) formulou uma bebida fermentada com
Lactobacillus acidophilus (LA — NCFM) de soja (50%) e lactossoro (50%), adicionadas de
2,5% de sacarose e 5% de frutooligossacarideos, com e sem adi¢do de mel (10%), os autores
definiram como valor de referéncia e corte de fermentagao (42°C) o pH de 4,5, atingido apos 6
horas de fermentacao, esse pH ¢ considerado adequado para bebidas a base de extrato de soja,
pois ocorre a formagdo de gel e coagulacdo das proteinas na bebida, para acidez as bebidas
apresentaram 0,46 (sem adi¢do de mel) e 0,54% &cido latico (adicionada de mel), os autores
relatam que a adigdo de mel por conter alto teor de carboidratos fermentesciveis aumenta a
concentracdo de acido latico.

Jesus (2022) também desenvolveu uma bebida vegetal a base de soja com adi¢ao de 3%
sacarose € 3% de inulina, fermentada com Lactobacillus paracasei BGP 1, considerando o pH
de 4,6 como o ponto de corte e interrupg¢do do processo fermentativo, que foi atingido apds 6
horas de fermentagao a 37°C.

Pereira (2009) afirma que pH menor que 4 torna o produto muito acido, além de
precipitar as proteinas, enquanto um pH superior a 4,5 prejudica a conservacao da bebida, além
dos efeitos sensoriais, pois o acido latico € o principal composto desenvolvido pelos micro-
organismos durante o processo fermentativo, que proporciona o sabor caracteristico das bebidas
fermentadas.

Os micro-organismos probidticos possuem maior tolerancia a indices maiores de acidez
e sobrevivem melhor a pH iguais a 5 ou inferiores, 0 que garante uma maior vantagem em
relacdo a viabilidade e competitividade exercida sobre outros grupos de bactérias,
principalmente as deteriorantes, que tem dificuldade para se desenvolver em condigdes de
maior acidez (Hofvendahl; Hagerdal-Hahn, 2000). E fundamental o controle do pH no processo
fermentativo, pois ¢ um fator determinante na conservagao do produto bem como na viabilidade
das bactérias probidticas, que em condi¢cdes elevadas de acidez podem ndo apresentar
viabilidade celular necessaria para obter os efeitos benéficos a satde.

Santos (2020) elaborou bebidas de grao-de-bico e coco fermentadas com L. paracasei
LBC 81 (37°C por 9 horas), variando os teores de agtcares (0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10%). O
autor definiu um intervalo de pH final entre 4,5 e 4,8 como critério para o término da
fermentagdo. Observou-se que a formulacdo sem agucares demandou 9 horas para atingir o pH
final de 4,84, enquanto a bebida com 10% de agticares alcangou esse critério em apenas 6 horas,

atingindo um pH de 4,52. Essa variacdo nos tempos de fermentagdo ¢ diretamente atribuida a
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influéncia dos teores de agticar, destacando a relevancia desses elementos na regulagao do pH
final das bebidas fermentadas.

Lopes (2008) resume que os probioticos produzem acido latico em seu metabolismo
durante o processo fermentativo dos carboidratos, a fermentagdao ¢ um processo anaerobico que
ocorre sem a presenca de oxigé€nio, onde a partir de um mol de glicose originam-se como
subproduto dois mols de acido latico. Os carboidratos, actcares simples (monossacarideos e
dissacarideos) por serem mais disponiveis, sdo rapidamente metabolizados pelos micro-
organismos, promovendo o aumento do indice de acidez e a diminui¢ao do pH.

Deziderio (2019) obteve valores de acidez proximos de 0,27 a 0,33 g de acido latico/100
mL em bebidas fermentadas de améndoas, castanhas do brasil e soja, as culturas utilizadas
foram de Bifidobacterium BB-12, Streptococcus thermophilus e Lactobacillus acidophilus LA-
5. O extrato de soja puro fermentado apresentou acidez de 0,27 g de acido latico/100mL. O
estudo ainda avaliou os extratos de arroz e aveia, com ou sem adicao de solidos soluveis, onde
obteve valores de 0,02 a 0,16g de acido latico/100mL, resultando nos menores valores de acidez
encontrados.

Fatores que podem estar relacionados a diferenca no indice de acidez sdo as
caracteristicas fisico-quimicas da matriz utilizada, a quantidade de substrato disponivel para o
processo fermentativo dos probidticos e a cepa utilizada. Em comparagao, os estudos que foram
adicionados de prebidticos e aclicares, possuem indice maiores de acidez devido a presenga
destes carboidratos mais simples. Os valores obtidos por Deziderio foram os mais proximos
dos resultados do presente estudo onde se obteve de 0,05 a 0,22 g/100 mL de acido latico.

Um estudo realizado por Da Silva et al. (2023) analisou bebida fermentada de extrato
hidrossoluvel de soja com sabor ameixa, adicionadas de fermento lactico (Bifidobacterium BB-
12, Lactobacillus acidophilus LA-5, e Streptococcus thermophilus) a bebida adicionada com
goma guar obteve de acidez 0,67, a acrescentada com goma gelana teve 0,64 de acidez e a
acrescida de goma CMC alcangou 0,68 de acidez (g/100 g de 4cido lactico).

Os resultados obtidos nos estudos realizados por diferentes pesquisadores variaram de
0,02 a 0,67 g de acido latico/100mL. Essa variacdo pode ser atribuida a escolha de micro-
organismos distintos em cada pesquisa para conduzir o processo de fermentagdo. Além disso,
fatores como as caracteristicas fisico-quimicas das matrizes utilizadas, bem como seu potencial
prebidtico, a temperatura empregada durante a fermentacdo, a quantidade de substrato
disponivel para serem metabolizados desempenham papéis cruciais no indice de acidez das

bebidas fermentadas. Além de afetar diretamente o metabolismo microbiano, esses elementos
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influenciam a quantidade e a velocidade de formagao de 4cido latico gerado durante o processo
fermentativo, contribuindo para a diversidade nos resultados encontrados nos estudos.

Deziderio (2019), ao formular bebidas vegetais, padronizou os produtos (soja,
améndoas, aveia, arroz) com o teor de solidos de 4,0 °Brix. Esse ajuste de sélidos soluveis
totais, contribuiu para a diminui¢ao do pH, tendo em vista que o aumento da concentracdo de
carboidratos propde um aumento no substrato disponivel para reagdes metabolicas dos micro-
organismos fermentadores e produtores de acido latico. Este comportamento ¢ similar ao
observado neste estudo, em que condigdes experimentais com maior teor de sacarose
promoveram maior resposta no metabolismo microbiano.

Leal (2017) avaliou concentragdes de 0, 3 e 6% de agucar refinado na bebida de soja
fermentada, realizou andlises de deteccdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia e
constatou a presenca de frutose e glicose apos a fermentagdo, devido a quebra dos agucares.
Além de seu consumo ser proporcional a sua concentragdo inicial, a quantidade de agucar
adicionada e o tempo de armazenamento promoveram alteragdes significativas no pH.

Um estudo realizado por Cui e Qu (2021) avaliou o metabolismo de carboidratos
prebidticos em bactérias lacticas, eles apresentam as cepas Lacticaseibacillus casei e
Lacticaseibacillus paracasei como micro-organismos com maior capacidade de metabolizar
especialmente prebidticos e carboidratos (frutooligossacarideo, galactooligossacarideo) quando
comparado com outras BAL, o resultado da metabolizacdo destes agucares ¢ o aumento da
concentragdo de acido latico, que diminui o pH e inibe o crescimento de outros micro-
organismos aumentando a taxa de sobrevivéncia dos probioticos.

Estes dados nos mostram que a sacarose desempenha um importante papel na
fermentacdo das bebidas vegetais. Os estudos comprovam que apesar do aumento nos solidos
soluveis, neste caso a sacarose ter pouco efeito sobre a viabilidade probidtica das bebidas
elaboradas, ela no entanto auxilia na diminui¢do do pH, as bebidas sem adicdo de agucares
levaram maiores periodos de fermentacdo para chegar ao pH de corte do que bebidas
adicionadas de agucares, isso porque acucares mais simples sdo rapidamente metabolizados. O
pH considerado ideal para a preservacao das bebidas e a manutencao de suas caracteristicas
sensoriais deve aproximar-se de 4,5. Um pH superior a 5 pode descaracterizar o produto,
enquanto um pH muito acido (< 4,0) prejudica a viabilidade das BAL. A acidez ¢ o pH sao
parametros importantes a serem observados pois estdo diretamente relacionados a conservacao

e a viabilidade probidtica da bebida fermentada.
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Os resultados das analises do presente estudo revelam uma ampla variagdo na acidez
das bebidas fermentadas, influenciada principalmente pelas diferentes temperaturas
empregadas no processo fermentativo. Dentre as formulagdes, destaca-se a amostra 8, que
apresentou a maior concentragao de acidez (0,22 g AL/100mL). Esta amostra foi elaborada com
10% de aglicar e fermentada a 37 °C, condi¢do ideal para o metabolismo do probidtico. E
interessante notar que essa formulagdo, além de ter contribuido para uma elevada acidez,
também se destaca por se aproximar do valor ideal de pH 4,5, considerado 6timo para a
preservacao das bebidas e a manutencdo de suas caracteristicas sensoriais. A correlagdo entre a
concentracdo de agucar, a temperatura e a acidez sugere que a escolha da formulagdo pode ser
um elemento crucial na obtencdo de bebidas fermentadas com caracteristicas desejadas,
equilibrando acidez e pH de maneira apropriada. Essa formulacdo especifica pode ser
considerada uma opg¢do promissora para alcancar o perfil sensorial desejado para a bebida

probiotica plant-based.

5.3 Antocianinas

O modelo utilizado para estimar o teor de antocianinas (ys) presentes na bebida plant-
based pode ser descrito pela equagdo y3 = 10,10 - 3,91.x;1 - 2,96.x2 - 3,17.x2% + 2,94.x1.x2%. A
funco-resposta (y3) apresentou coeficiente de determinacdo (R?) de 0,91, evidenciando que o
modelo se ajustou de forma adequada aos dados experimentais, sendo todos os termos da
equacdo considerados significativos, evidenciando uma interacdo entre a sacarose € a
temperatura de fermentacao.

A Figura 9, utilizada para estimar o teor de antocianinas, indica que as concentragdes
mais elevadas destes compostos estdo associadas a condi¢des especificas de formulagdo. Na
andlise das variaveis significativas do modelo matematico destaca-se uma interagdo entre
sacarose e temperatura, indicando uma influéncia conjunta dessas duas variaveis nos resultados
observados. Em termos simples, a influéncia da sacarose na concentracdo de antocianinas pode
depender da temperatura de fermentacado empregada e vice-versa. Os valores de antocianinas
variaram de 4,67 a 21,74 mg de antocianinas /L, sendo o menor valor obtido para a bebida que
representa o ponto central do experimento (X1: 6%, Xz: 37°C). Neste ensaio também a bebida
apresentou pH proximo do ideal 4,8 e acidez de 0,17g AL/100mL. Considerando que o aumento
na acidez e uma diminui¢do do pH sdo caracterizados pelo desenvolvimento das BAL, ¢

possivel que concentragdes menores de antocianinas estejam relacionadas a um maior



45

desenvolvimento dos probidticos, esses resultados destacam a complexidade das interagdes

entre 0s micro-organismos € os compostos bioativos.

Figura 9 - Superficie de resposta gerada para o teor de antocianinas, em fun¢@o do percentual de sacarose (x1) e

da temperatura de fermentagdo (x2) da bebida probidtica plant-based, x1 = -1 (2%), 0 (6%) e +1 (10%); x2 = -1

(27 °C), 0 (37 °C) e +1 (47 °C).

T~

-

/[ L L L Ll
7o

725

X BHUI) SeUURDOWN

Il > 25
I < 22
[ < 17
<12
<7
<2
Fonte: Autoria propria (2023).

O indice de acidez e o pH sdo parametros muito importantes que influenciam também
na determinagdo das antocianinas. As antocianinas sao pigmentos que variam numa faixa de
cores que vao do vermelho vivo ao violeta/azul, essa diferenca de cores ocorre devido a
sensibilidade e instabilidade que ela apresenta aos diferentes pH. Em solugdes acidas, as
antocianinas apresentam cor vermelha, porém, a medida que o pH aumenta, a intensidade da
cor diminui, enquanto em solu¢des alcalinas, ocorre a obten¢do da cor azul, que sdo pigmentos
bastante instaveis (Lopes et al., 2007). Assim, o pH ¢ um dos fatores que influencia a
estabilidade das antocianinas, consequentemente sua biodisponibilidade e capacidade
antioxidante.

Essas alteragdes se dao pelas quatro diferentes complexos que as antocianinas
apresentam nos diferentes pH das solugdes. Nos ambientes mais acidos (pH 1,0), as

antocianinas se encontram na forma cation flavilium, responsavel por cores caracteristicas que
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variam de vermelha ao roxo intenso. No pH de 2,0 a 4,0 as antocianinas se encontram na forma
azul quinoidal, e entre 5,0 e 6,0 surgem as pseudobase de carbinol e uma chalcona, complexos
incolores. Em pH acima de 7,0 as antocianinas sdo geralmente degradadas. As quatros formas
existentes de antocianinas podem ser encontradas na faixa de 4,0 e 6,0 sendo o cation flavilium

o equilibrio das formas (Enaru et al., 2021).

Figura 10 - Efeito do pH nas antocianinas
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A fermentag@o ¢ um bioprocessamento com capacidade de aumentar a disponibilidade
de compostos bioativos, aumentando o valor nutricional dos alimentos, porém estudos mostram
que existem alguns fatores que podem estar relacionados a capacidade de formagao de novos
compostos bioativos. Hur et al. (2014) afirmam que a capacidade do processo fermentativo
melhorar e aumentar a concentragdo de compostos antioxidantes se deve a formagdo de
compostos fendlicos e flavondides que sdo resultado de reagdes metabdlicas dos micro-
organismos que hidrolisam a estrutura celular das plantas que levam a liberagao ou sintese de
novos compostos antioxidantes.

Hur et al. (2014) listam alguns dos fatores que influenciam e mecanismos que aumentam

a atividade antioxidante em alimentos plant-based fermentados, sendo as condigdes de



47

fermentagdo, a cepa probiotica utilizada, o efeito do pH de fermentacdo, a temperatura e a
matriz utilizada os principais fatores relacionados as biotransformacdes.

O estudo elaborado por Braga et al. (2018) afirma que algumas bactérias possuem um
sistema enzimatico que ¢ capaz de metabolizar as antocianinas presentes no substrato, bem
como desempenhar um importante papel produzindo estes compostos, aumentando sua
biodisponibilidade. O estudo testou bactérias das espécies Lactobacillus e Bifidobacterium
quanto a capacidade de converter as antocianinas, a cepa Lactobacillus deubruekii alterou
extensivamente as antocianinas presentes na polpa de jucara apds o processo fermentativo, o
meio foi elaborado com 10% se sacarose e 20% de polpa, os valores para cianidina 3-glicosideo
variaram de 0 a 3.217,7 ug/100 mL enquanto cianidina 3-rutinosideo variou de 4.323,3 a
17.190,9 pg/100 mL apds o processo fermentativo. O autor identificou como principal produto
da bioconversdo o acido protocatecuico e também confirmou o aumento da atividade
antioxidante da polpa de jucgara ap6s a fermentacao.

Kwan et al. (2018) avaliou o efeito de trés diferentes cepas probioticas (Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus paracasei) e os efeitos no perfil fendlico
e atividade antioxidante do suco de amora fermentado a 37°C por 36 horas, para este estudo a
bebida fermentada com o micro-organismo L. plantarum foi a que obteve maior atividade
antioxidante.

Wang et al. (2023) também avaliou o efeito de trés diferentes cepas na atividade
antioxidante e no perfil fendlico de uma bebida a base de mirtilo fermentada a 37°C por 48
horas com Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum e Lactobacillus rhamnosus. O
autor constatou que houve um aumento significativo no teor de compostos fenolicos e
flavonoides da bebida fermentada, porém as antocianinas (cianidinas) presentes em maior
quantidade reduziram significativamente seus valores quando comparadas com a bebida
controle, os valores reduzidos para cianidina-3-glicosideo variaram de 1,14 pg/mL na bebida
controle para 0,43 pg/mL e para cianidina-3-rutinosideo variou 6,30 pg/mL a 2,99 ng/mL apds
a fermentacao, sendo o menor valor obtido quando fermentado com L. rhamnosus.

Diante dos resultados obtidos e estudos analisados, torna-se evidente a complexidade
das interacdes entre os micro-organismos € 0s compostos bioativos durante o processo
fermentativo. A reducdo observada das antocianinas indica que além de estarem sendo
metabolizados pelos probiodticos, podem também participarem de reagdes quimicas que
contribuem para sua transformagdo e degradacdo, sendo os metabdlitos resultantes diferentes

da forma original destes compostos, além de que sua estabilidade pode ser afetada tanto pelo



48

pH como pelas condigdes do processo fermentativo. Estudos mais aprofundados sdo
necessarios para compreender completamente a complexidade das interagdes e dos mecanismos
envolvidos entre os probidticos e os compostos bioativos, uma vez que ¢ evidente que tais

interacdes impactam significativamente a composi¢ao final da bebida probiotica plant-based.

5.4 Contagem de L. paracasei

A partir da contagem de L. paracasei BGP1, foi observado um efeito significativo do
teor de sacarose e da temperatura na fungdo resposta investigada. Diante da anélise de regressao
e variancia (ANOVA) para a contagem de L. paracasei (Tabela 6), analisou-se que os todos os
termos utilizados na equacdo foram significativos tanto para X; (sacarose) quanto Xo
(temperatura). O modelo utilizado para estimar a viabilidade probidtica da bebida plant-based
pode ser descrito como Y3= 8,22 + 0,16.x1 + 0,11.x1> - 0,75.x2 + 0,73.x2%. A fungdo-resposta
Y, que representa a contagem de BAL, apresentou coeficiente de determinacio (R?) de 0,99,
evidenciando que o modelo se ajustou de forma adequada aos dados experimentais (Tabela 6).

A analise do grafico de superficie de resposta (Figura 11) destaca que a bebida probidtica
plant-based fermentada atinge uma maior viabilidade probiodtica, com uma contagem superior
a 9 log UFC/mL, quando fermentada préxima do ponto central tanto para a varidvel sacarose
(x1: 0; X1: 6%) como para a temperatura de fermentacao (x2: 0; X2: 37°C). Nessas condicdes, a
bebida revela uma contagem mais elevada do probiodtico na fermentacdo, o que ¢ altamente
desejavel.

O probiotico L. paracasei, ¢ um micro-organismo de caracteristicas mesofilicas, que
exibe uma atividade metabolica mais intensa em temperaturas proximas a 37°C, considerada
Otimas para o seu desenvolvimento. A presenga de teores mais elevados de sacarose na bebida
influencia de forma positiva, pois proporciona uma maior biodisponibilidade de substrato para
serem utilizados nas reagdes metabolicas que ocorrem durante o processo fermentativo e
desenvolvimento do probiotico. Os valores praticos obtidos para esse parametro variam entre
6,7 € 9,5 log UFC/mL, destacando que todas os ensaios apresentaram viabilidade probidtica (>
6 log UFC/mL), no entanto, destaca-se que os ensaios 5, 10 e 11 foram os que mais
apresentaram viabilidade, sendo essa formulagdo em especifica considerada uma opgao

promissora para alcancar o perfil probiotico desejado para a bebida plant-based.
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Figura 11 - Superficie de resposta gerada para a contagem de L. paracasei, em fungao do percentual de sacarose
(x1) e da temperatura de fermentacdo (x2) da bebida probidtica plant-based, x1 = -1 (2%), 0 (6%) e +1 (10%);
x2=-1(27°C),0(37°C)e+1 (47 °C).
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Fonte: Autoria propria (2023).

Balthar (2022) elaborou uma bebida com suco de uva 50%, adicionada de 3% de farinha
de casca de uva e 7,5% de sacarose, fermentada por 18 horas a 37°C com Lacticaseibacillus
rhamnosus LR 04, a bebida apresentou viabilidade probidtica de 6,9 log UFC/mL logo apds a
fermentacdo, sendo realizado também a contagem durante o periodo de armazenamento da
bebida (4°C) que se manteve estavel durante 30 dias com contagem > 8 log UFC/mL.

Jesus (2022) elaborou o desenvolvimento de uma bebida vegetal simbidtica a base de
soja, acrescida de 3% de sacarose e 3% de inulina, fermentada por 6 horas a 37°C com
Lactobacillus paracasei BGP 1, apds a fermentacdo sua viabilidade foi acima de 7 log UFC/mL.
O tempo de fermentacao foi definido pelos testes prévios com interrupg¢do ao atingir pH de 4,6
e o acompanhamento da viabilidade foi realizado antes, apos a fermentacdo e durante seu
armazenamento (4°C). Para acompanhar a viabilidade das bactérias probidticas utilizaram o
método de contagem em placas pela técnica de semeadura em profundidade.

De acordo com Pereira et al. (2009) foram elaboradas bebidas a partir do extrato
hidrossoltvel de soja, adicionadas de 2% de sacarose e trés diferentes sabores (limdo, abacaxi

e ameixa), as bebidas foram fermentadas (42°C até atingir pH de 4,25) com cultura mista
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liofilizada ativada de L. casei, Streptococcus thermophilus e L. bulgaricus. O pH foi atingido
com 5 horas de fermentagdo, os autores explicam que existe uma relagdo simbidtica entre o S.
thermophilus e o L. bulgaricus, que o crescimento simultaneo dessas duas culturas conduz a
um tempo reduzido de coagulagdo do extrato, uma produgdo acentuada de acido latico e um
desenvolvimento mais pronunciado de sabor e aroma caracteristicos do produto final. A bebida
apos a fermentagdo apresentou contagem probidtica acima de > 8 log UFC/mL.

Com base na pesquisa conduzida por Santos (2020), foram desenvolvidas bebidas com
L. paracasei LBC 81 fermentadas a 37°C por 9 horas, a formulagdo contendo 90% de grao-de-
bico e 10% de coco, variando apenas os teores de acucares (0%, 2,5%, 5%, 7,5% ¢ 10%). O
probidtico apresentou contagem média final de 8, 17 log UFC/mL ap6s o processo fermentativo
sem diferenca significativa entre as formulacdes, isso demonstra que os teores de agucar
adicionados nas formulac¢des ndo influenciaram na viabilidade do L. paracasei LBC 81 durante
o periodo de fermentagdo e de estocagem a 4 °C pelo periodo de 10 dias, porém independente
da formulagdo houve uma tendéncia no aumento da contagem de probidticos em fungdo do
tempo de armazenamento. Isso sugere que a bebida de grdo-de-bico e coco, mesmo a
formulacdo sem adi¢do de acucares, pode ser considerada uma excelente matriz para o
crescimento e sobrevivéncia de L. paracasei LBC 81. As bebidas fermentadas a partir de
matrizes vegetais podem ser uma alternativa viavel a leites fermentados, devido aos seus
beneficios nutricionais e viabilidade probiotica atestada.

Com base nos estudos apresentados, ¢ possivel observar que a viabilidade probidtica
nas bebidas fermentadas esta relacionada a diversos fatores, incluindo os teores de sacarose € a
composi¢do da matriz, pois no presente estudo a sacarose mostrou-se significante no
desenvolvimento do probidtico o que pode estar relacionada a combinagdo das diferentes
matrizes vegetais da bebida, a presenca dominante de extrato de hibisco (60%) e menor
concentragdo de extrato hidrossoluvel de soja (30%) na formulagdo podem ser cruciais para
esse efeito. As caracteristicas distintas desses extratos, quando combinadas, influenciam as
condigdes que favorecem a viabilidade dos probioticos, destacando a importancia de entender

essa interagdo para avaliar o impacto desses fatores nas bebidas fermentadas plant-based.
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6 CONCLUSAO

A bebida plant-based formulada com extrato de hibisco e soja demonstrou ser um
substrato adequado para o crescimento do probiodtico L. paracasei BGP 1 nas diferentes
condi¢des de fermentacdo e teor de sacarose testadas. A maior viabilidade celular obtida (> 9
log UFC/ mL) quando a bebida foi formulada com 6% de sacarose e incubada a 37°C por 12
horas. A formulacao que utilizou 10% de sacarose e foi fermentada a 37°C resultou no menor
valor de pH, atingindo uma acidez de 0,22%. Na determinagdo do teor de antocianinas
monoméricas, notavelmente, quando a bebida probidtica apresentou melhor desenvolvimento
e contagem de L. paracasei BGP 1 também houve maior reducdo destes compostos bioativos,
que podem estar sendo metabolizados e consumidos pelos micro-organismos como substrato
durante o seu processo de desenvolvimento. Conforme a avaliagdo da desejabilidade para cada
parametro (pH, acidez e contagem de L. paracasei), a condi¢do ideal de fermentagdo, que
otimiza os resultados experimentais, ¢ quando a bebida ¢ preparada com 6% de sacarose e

fermentada a temperatura de 37°C.
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