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RESUMO

Probioticos sdo definidos como micro-organismos vivos que quando administrados em
quantidades adequadas conferem beneficios a saide do hospedeiro (FAO/WHO, 2002). A
maioria dos micro-organismos probidticos sdo bactérias pertencentes aos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium. O objetivo deste estudo foi avaliar a viabilidade de
Lactobacillus casei em leite fermentado com adi¢do de biomassa de biomassa de banana
verde (BBV) em diferentes concentragdes: 0%, 5%, 10% e 15%, durante o periodo de
estocagem, e investigar se a composicao da polpa é capaz de melhorar, ou pelo menos néao
retardar, o crescimento da bacteria &cido lactica (BAL). Outro foco foi examinar as taxas
de pés acidificacdo atraves das medicGes de pH durante o periodo de 28 dias. Para a
elaboracdo dos leites fermentados foram utilizados os seguintes ingredientes: agua mineral,
leite em pd desnatado, agucar cristal, biomassa de banana verde, cultura probidtica de L.
casei ativa em leite desnatado reconstituido a 10% (LDR 10%) e esséncia de baunilha. A
viabilidade da bactéria probiotica bem como as determinac6es dos pHs das amostras,
foram analisadas e quantificadas durante os 28 dias de armazenamento refrigerado dos
produtos a cada 7 dias. A adicdo de biomassa de banana verde melhorou a viabilidade das
BAL, mas ndo acelerou a fermentacéo e o crescimento das bactérias probioticas ao longo
dos dias analisados, além disso, ndo aumentou significativamente a producdo de acido
latico, influenciando positivamente a estabilidade do leite fermentado durante o periodo de

estocagem.

Palavras-chaves: biomassa de banana verde, leite fermentado, viabilidade, bactérias acido

lacticas.
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1 INTRODUCAO

O consumo de alimentos funcionais tem crescido constantemente nos paises
industrializados. Destes produtos, cerca de 65% das vendas do setor de inovagdes de
alimentos sdo oriundos de produtos lacteos, destacando ainda a categoria de produtos

fermentados com caracteristicas probidticas (MENRAD, 2003).

Para a elaboracdo destes, utilizam-se bacterias acido lacticas (BAL), que sdo altamente
adaptadas a crescer em lactose e se converter em acido lactico, dentre os beneficios em seu
consumo destaca-se a inibicdo de microorganismos patogénicos, protecdo contra doencas
gastrointestinais, atividades anti-mutagénicos e anti-cancerigenos, e melhora da resposta

imune do hospedeiro (DU TOIT et al, 1998;. NGUYEN et al., 2007 ).

Devido a grande relevancia na area da salde e na industria de alimentos, o
desenvolvimento de novos produtos com comprovado efeito probiotico tem sido tema atual
de diversas pesquisas. Dentre os microorganismos estudados, as estirpes dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium sdo as que tém comprovado melhor viabilidade e
manutencdo das concentracfes das bactérias durante a vida util de produtos a base de leite
(BURITI, et al., 2005; BURITI et al., 2007; SOUZA & SAAD, 2009; GLUSAC, J. et al.,

2015).

E importante destacar que as concentracdes das bactérias probidticas desses alimentos
funcionais ndo podem ser comprovadas pelo consumidor, para isso existem legislacdes
especificas que regulamentam as industrias quanto a sua producdo para garantir a real

eficacia do seu consumo.



Com o intuito de melhorar as caracteristicas organolépticas e principalmente
nutricionais de bebidas lacteas com alto efeito probidtico, a indUstria tem buscado agregar
ingredientes como polpas ou purés de frutas e adocantes naturais (KHURANA &
KANAWIIA, 2007; ZOELLNER, 2007; GLUSAC, J. et al., 2015 ). Desta forma, destaca-
se a possibilidade de adicionar a biomassa da banana verde, que é uma iguaria com alta
concentracdo de amido resistente (AR), fibras, vitaminas e minerais e tem um potencial

efeito fisioldgico prebidtico em humanos.

A polpa do fruto ndo amadurecido é insipida e inodora, o que possibilita sua
utilizacdo na industria alimenticia como espessante em sopas, caldos e molhos de carne,
estabilizante em molhos de salada e ligante e principalmente, como ingrediente primario na
elaboracdo de receitas modificadas de pées, bolos, maioneses e massas para individuos
com alergias e/ou intoleréncias alimentares (SILVA, 2006; CEREDA, 2002; GUILBOT &

MERCIER, 1985; RANIERI & DELANI, 2014; VALLE & CAMARGOS, 2003).

A adicdo de biomassa de banana verde em alimentos lacteos com potencial
probidtico ainda nao foi desenvolvida pela inddstria de alimentos. As consequéncias dessa
relacdo simbidtica podem ser teoricamente definidas e tendem a ter um bom resultado, mas
é importante analisar o efeito na viabilidade da estirpe probidtica, de modo que a polpa do
fruto ndo afete o crescimento e a disponibilidade das BAL ao logo do periodo de

estocagem.



2 REVISAO BIBIOGRAFICA

2.1. Leite Fermentado

A técnica de fermentacdo de alimentos é praticada desde 0s nossos antecedestes em
diversos produtos como, leite, cereais, mandioca e vegetais, compreendendo cerca de 5 a
40% da dieta de algumas populacGes. Apesar de ser uma tecnologia antiga, ainda € parte da
cultura de comunidades indigenas na Africa e da maior parte dos paises em
desenvolvimento. O intuito primordial de sua aplicacdo foi de prolongar a vida util dos
alimentos e melhorar caracteristicas sensoriais e organolépticas, mas, além disso,
encontrou alteracfes quimicas seguras e eficazes a promocao da saude do individuo que os

consome (MOKOENA et al., 2016; BORRESEN et al., 2012).

Leite fermentado € um dos produtos derivados da matriz lactea, resultante da
fermentacdo de leite pasteurizado por fermentos lacteos préprios a partir dos seguintes
cultivos: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei. Bifidobacterium sp. Streptococus
salivarius subsp thermophilus e/ou outras bactérias acidolacticas. Essas culturas lacticas
devem estar viadveis, ativas e em concentracdo significativa durante todo o prazo de

validade do produto (BRASIL, 2007).

A Resolucdo N° 47/97 do MERCOSUL, que regulamenta a identidade e qualidade de
leites fermentados, prevé a classificacdo dos leites fermentados conforme a quantidade de
gordura que apresenta sua base lactea, categorizando-os em leite fermentado com nata,
integral, parcialmente desnatado ou desnatados, e permite também a incorporacdo de
ingredientes como: frutas em pedacos ou secas, mel, cereais, café, maltodextrinas e outros,
a fim de melhorar as caracteristicas sensoriais favoraveis a bebida, como aroma, sabor e
textura, desde que estes sozinhos ou combinados, estejam presentes em uma propor¢do de

no maximo 30% do produto final.
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Em ambito nacional, a Instrugdo Normativa n°® 46 do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (que tem 0 mesmo proposito da norma anterior), determina que
o leite utilizado na fabricacdo podera ser em natureza ou reconstituido, adicionado ou ndo
de outros produtos de origem lactea. Além disso, deve manter caracteristicas
organolépticas de aspecto, cor, odor e sabor, podendo estes ser alterados em virtude da
adicdo de substancias alimenticias recomendadas pela tecnologia atual de fabricacdo de

leites fermentados (BRASIL, 2007).

2.2. Bactérias lacticas como probidticos

Os fermentos lacteos utilizados para a fabricacdo de laticinios e associados ao
processamento de carnes, bebidas alcodlicas e vegetais sdo pertencentes ao grupo das
bactérias acido lacticas (BAL) que advem do filo Firmicutes. Formadas por organismos
gram-positivos, ndo formadores de esporos, catalases negativos e que normalmente
crescem e sobrevivem em situacdes de baixissimo ou nenhum oxigénio — anaerobicos,
compreendem em torno de 20 géneros, sendo os principais: Lactococcus, Lactobacillus,
Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Carnobacterium, enterococcus,
Oenococcus, tetragenococcus, Vagococcus e Weisella. Lactobacillus é o maior com 145

espécies reconhecidas (HUERTAS, 2010; BRUNO, 2011).

O processo de fermentacdo realizado por esse grupo possibilita classificar os diversos
géneros pertencentes em homofermentativos — produzem mais de 85% de &cido latico a
partir de glicose, ou heterofermentativos — produz somente 50% de &cido latico. Outra
forma de classifica-las € em meso6filos ou termofilos, segundo a temperatura de
crescimento (HUERTAS, 2010). As BAL foram definidas como probidticos na década de

60, e nos anos 80 como suplementos dietéticos microbianos, mas somente em 2001 a
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FAO/WHO definiu como probidticos apenas 0s micro-organismo vivos que quando

administrados em quantidade adequada conferem beneficios a satde do hospedeiro.

Segundo a legislagdo Brasileira os beneficios do consumo de alimentos probidticos so
alcancados quando o individuo consome um produto contendo uma concentracdo de
micro-organismos probidticos na faixa de 10° a 10° UFC/g. Sendo esta a recomendagéo
diaria do produto pronto para o consumo, conforme indicacdo do fabricante, além de
possuir laudo de analise que comprove a viabilidade minima da probiose até a data final do
tempo de prateleira. Caso esteja em quantidade menor do que o recomendado, o produtor
deve fundamentar sua eficacia (BRASIL, 2002). E importante ressaltar que sua
sobrevivéncia depende das propriedades do micro-organismo e de caracteristicas da
composicdo do produto ao qual a substancia sera adicionada, como acidez, fontes de

nitrogénio, atividade de agua, e outros (OBANDO et al., 2010).

As bactérias probioticas tém sido adicionadas a varios alimentos nas ultimas décadas,
em especial as pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium (DHINGRA &
PARLE, 2005). Dos beneficios em ingerir probioticos, os mais elucidados sdo: capacidade
de modular respostas imunitarias sistémicas, aumento da producdo de enzimas que
auxiliem na digestdo da lactose (PENNA, et al.,2000), efeito hipocolesterolémico (MITAL
& GARG, 1995), acdo anti-cancerigena (HASLER, 1998), regulacdo de fezes saudaveis
(DAZA, 2004), prevencdo de infeccbes causadas por Helicobacter pylori (MERINO,

2006), producdo de vitaminas (SANTOS et al., 2006), e outros.

Os mecanismos de acdo dependem de cada estirpe e devem ser mais explorados. O que
se sabe atualmente é que durante o reconhecimento do agente infeccioso, as bactérias
probidticas sdo capazes de neutralizar os processos inflamatérios resultantes da interacéo,

favorecendo assim a permeabilidade da mucosa intestinal. Experimentos mostraram que
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estas extraidas, a partir de amostras de alimentos fermentados, exibem excelente atividade

antimicrobiana contra bactérias e fungos patogénicos (SHINDE, 2012).

Um estudo recolheu 17 amostras de alimentos e isolou 26 BAL a fim de rastrear suas
acOes contra sete estirpes patogénicas em humanos. Destas, trés eram de fungos
(Aspergillus fumigatus, Aspergillussp. e Candida albicans) e quatro de bactérias
(Escherichia coli, Salmonella Ser enterica. typhi e Staphylococcus epidermidis e Bacillus
amyloliquifaciens). Dos micro-organismos analisados, oito foram considerados com
excelente potencial probiotico, pois exerceram atividade antimicrobiana favoravel ao

nimero maximo de estirpes testadas (Pundir, et. al., 2013).

Outra pesquisa foi realizada com mulheres que possuiam infecgdo urinaria recorrente, e
apesar de necessitar mais andlises, verificou-se que a suplementacdo de L. rhamnosus
(combinado a Cranberries e Vitamina C) restaurou os lactobacillus da vagina e competiu
com agentes patogénicos urogenitais, evitando assim a vaginose bacteriana (MONTORSI,

2016).

2.3. Bactérias lacticas probioticas em alimentos

Atualmente os consumidores vém se conscientizando mais da relacdo que os alimentos
exercem na sua salde e se preocupando com a qualidade e seguranca dos produtos que
consomem. Como resposta a essa demanda, a ciéncia e a industria de alimentos tém
desenvolvido novos alimentos com adicdo de BAL que podem melhorar a qualidade de
vida da populacdo, agregando-os a classificacdo dos alimentos funcionais (ANGELOV et.

al., 2006).

Dentre as variaveis que devem ser consideradas ao elaborar um produto com bactérias

bioativas, a mais importante € o controle das reacdes que as culturas adicionadas podem
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exercer, ja que estas quando em contato a ingredientes intrinsecos ou adicionados, podem
afetar a viabilidade, o pH e propriedades funcionais do produto. Estudos mostram que a
principal desvantagem que pode ocorrer com o incremento desses micro-organismos é
causada pelo metabolismo ativo, onde algumas estirpes produtoras de &cido latico
continuam a produzir o composto, diminuindo o pH do alimento durante o armazenamento

e tornando-o improprio para o consumo (BEVILACQUA et. al., 2016)

Até o momento, os produtos de base lactea tém sido os mais utilizados para a
incorporacdo de probidticos, tendo um apreco consideravel no setor de alimentos
funcionais e um crescente mercado de iogurtes e bebidas fermentadas (HAYS et. al.,
2006). Nestes alimentos, as bactérias atuam contribuindo para a preservacao da matéria-
prima, devido a acidificacdo, e nas caracteristicas finais do produto como sabor e textura
(KLEEREBEZEM et. al.,, 2010). As estirpes probioticas tém apresentado boa
sobrevivéncia em queijos frescos. O fato dos queijos frescos apresentarem uma vida util
curta e estocagem sob refrigeracdo, acaba contribuindo na sobrevivéncia das estirpes
probidticas, além disso, a alta atividade de agua, baixo pH e contetdo de sodio, permitem
que os queijos frescos sejam produzidos sem adicdo de conservantes, colaborando assim

para o crescimento e sobrevivéncia de estirpes probioticas (BURITI et al., 2005).

A viabilidade de micro-organismos probidticos, (Lactobacillus
casei 01, Bifidobacterium BB12 e Lactobacillus acidophilus La-5) em queijo cottage
manteve-se superior a 10° UFC/g durante 14 dias de estocagem refrigerada. Dentre elas, a
estirpe Lactobacillus acidophilus La-5 foi a que registrou menor reducédo de sua populacao
e manteve nlmeros altos passados 21 dias de estocagem. A estirpe Lactobacillus casei 01
foi a que apresentou os maiores numeros tanto no inicio quando ao final do

armazenamento (OBANDO, et. al., 2010)



14

A viabilidade das estirpes Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaris foram avaliadas em iogurte elaborado com adicdo de proteina concentrada
de soro de leite e mel de acécia foi analisada durante 21 dias de estocagem. Verificou-se
que os ingredientes adicionados aceleraram a atividade de fermentagdo dos micro-
organismos e estimularam seu crescimento, mas ndo afetaram sua viabilidade no periodo
de estocagem. Além disso, ndo intensificaram a producdo de &cido latico, o que pode ser

positivo para a estabilidade do produto (GLUSAC, et al., 2015).

Uma forma de melhorar a funcionalidade de um alimento é a combinacgdo de culturas
probidticas com ingredientes prebidticos, proporcionando assim alimentos simbidticos.
Segundo a Instrucdo Normativa n° 13/2004 do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento, prebioticos sdo definidos como ingredientes alimentares ndo digeriveis que
ao serem consumidos estimulam a proliferacdo e as atividades das bactérias bioativas
(CAPRILES et al., 2005), enquanto estas agem antagonicamente suprimindo acdes de

outros micro-organismos putrefativos (SALGADO, et al., 2001).

2.4. Biomassa de banana verde e amido resistente

A banana (Musa spp.) é uma frutifera pertencente a familia Musaceae. Segundo a FAO
(2015) é a fruta mais produzida no Brasil e seu plantio é realizado em todos os estados,
sendo o pais considerado o terceiro maior produtor mundial do fruto, seguido do Equador e
india. A elevada comercializacdo e, consequente, alto consumo, podem ser explicados pela
ampla adaptacdo, possivel producdo durante todo o ano, facil transporte e armazenagem do

fruto verde, e simplicidade para o amadurecimento (FAO, 2004; FAO 2013).

Na colheita do fruto, aproximadamente 20% da quantidade € rejeitada, seja por defeitos
de aparéncia ou armazenamento inadequado. Portanto, nos Gltimos anos a inddstria tem se

interessado em buscar formas de minimizar os residuos provenientes da producéo e dos
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frutos desperdigados a partir da utilizacdo da polpa da banana ainda verde, da producéo de
farinha de diversas variedades do cultivar, e da extracdo e uso de componentes organicos

advindos do fruto (LEONEL et al., 2011; TRIBESS et al., 2008).

Apesar de ndo ter valor significativo de proteinas e lipidios, sua participacdo na dieta
do individuo é de fundamental importancia pelo seu alto valor nutricional e baixo-custo. O
fruto maduro compreende 75% de agua e possui aproximadamente 90 kcal /100 g de polpa.
Desse total 20g sdo de hidratos de carbono do qual contém 2g de fibras. A principal fonte
de carboidrato da banana advém do amido, um polimero natural, renovavel biodegradavel
e atoéxico muito utilizado na indudstria alimenticia capaz de alterar caracteristicas sensoriais

dos alimentos, como textura, aparéncia, estabilidade e umidade.

Em meados dos anos 80, observou-se que havia uma fracdo de amido que durante a
digest&o era fermentada no intestino grosso pelas bifidobactérias produzindo gases e acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) principalmente, aléem de atuar como protetor da mucosa
contribuindo para a saude do colon. Esse fragmento ficou conhecido como amido
resistente, que € um homopolissacarideo. Desde entdo tem crescido 0 nimero de pesquisas
que visam quantificar as fracdes de amidos nos alimentos, a fim de relacionar esses dados
com a nutricdo dos individuos. Estudos mostram que no fruto verde de 70 a 85% do amido

existente € do tipo resistente (TRIBESS et al., 2008; AMIDOS, 2009).

Os homopolissacarideos resistentes da banana verde sdo caracterizados como dos tipos
| e Il. O primeiro representa o granulo de amido fisicamente inacessivel na matriz do
alimento devido as paredes celulares de proteinas, enquanto o segundo é constituido por
granulos de amido nativo encontrados no interior da célula vegetal apresentando lenta
digestibilidade, devido as caracteristicas intrinsecas da estrutura cristalina dos seus

granulos. E possivel atribuir a esta porcéo os beneficios dados as fibras alimentares que séo


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-84782015001202252&lang=pt#B18
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de extrema importancia para o bom funcionamento do transito intestinal e possuem
significante capacidade prebiotica, além de colaborar no controle e prevencdo de doencas

cronicas ndo transmissiveis (AMIDOS, 2009).

Atribui-se também como efeito positivo da ingestdo de amido resistente (AR) para a
salde humana, o aumento da oxidacdo da glicose e diminuicdo da mesma nos lipidios
totais, verificado em um estudo com substituicdo do amido de alto indice glicémico por
amido de baixo indice glicémico na alimentacdo de ratos diabéticos e ndo diabéticos
(KABIR et al. (1998). Ha também comprovacao da reducdo dos niveis de LDL, prevencao
do surgimento de doencas inflamatorias intestinais, diminuicdo do risco de céncer
intestinal e desenvolvimento de micro-organismo probidtico, sendo assim considerado um

agente prebiotico (WALTER et. al., 2005).

2.5. Utilizacao de biomassa de banana verde em alimentos

Por ndo apresentar sabor e odor caracteristico, a biomassa da banana verde (BBV) € um
excelente insumo para ser utilizado tanto em preparacdes doces como salgadas sem afetar a
sua palatabilidade, além de aumentar o valor nutricional do produto pela presenca do
elevado teor de amido resistente. Atualmente tem sido muito empregada na substituicdo de
ingredientes como trigo, (para producdo de pédes e massas), soja, fécula de mandioca e

amido de milho (BORGES, 2003; BORGES, 2007).

Estudos tém sido feitos a fim de avaliar a aceitacdo dos consumidores de produtos com
adicdo da polpa. Um deles analisou a aceitabilidade de amostras de suco de manga com e
sem adicdo da biomassa, e em todos os atributos avaliados os valores de aceitacdo foram
6timos, havendo até atributo com maior aceitabilidade nas amostras com adi¢do da polpa

(TAIPINA et al., 2004).
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A biomassa tem sido também uma boa fonte de substituicdo de ingredientes que contém
glaten, beneficiando a populacdo com restricdo alimentar. A elaboracdo de massa de
empada com substituicdo de farinha de trigo por 52,3 % BBV foi analisado. Verificou-se
que o produto com adi¢cdo de BBV alcancou o indice de aceitabilidade necessario, além de
ter melhorado a qualidade nutricional do alimento (DIAS et al., 2011). A BBV também
tem sido utilizada para substituir o creme de leite durante a elaboragéo do sorvete. O
resultado foi significativamente positivo, das 67 criancas que participaram da analise, mais

de 90% aprovaram o novo produto (BRIETZKE, 2011)

Na literatura ndo ha publicagdes referentes a adicdo de biomassa de banana verde em
leite fermentado. A adicdo de biomassa de banana verde em leite fermentado probidtico
pode ser uma nova opc¢do saudavel para acentuar os beneficios a saude dos individuos que
consomem leite fermentado. Mas para isso é importante avaliar se a adi¢cdo de biomassa de
banana verde ndo comprometerd o crescimento e a sobrevivéncia da estirpe probiotica, e

também a aceitacdo sensorial do produto.
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da utilizacdo de biomassa de banana verde em leite fermentado com

Lactobacillus casei na sobrevivéncia do micro-organismo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Elaborar formulacGes do leite fermentado com Lactobacillus casei LBC81 LYO 10 D

com adicédo de diferentes porcentagens de biomassa de banana verde;

a) Awvaliar as variagdes de pH dos leites fermentados enriquecidos com biomassa de
banana verde ao longo do periodo de estocagem refrigerada;
b) Determinar a sobrevivéncia de Lactobacillus casei nos leites fermentados

enriquecidos com biomassa de banana verde.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1. Caracterizacéo do estudo

O estudo de carater experimental foi composto pelas etapas de (i) elaboragdo dos
leites fermentados, (ii) determinacdo da sobrevivéncia de L. casei e (iii) analise do pH das

diferentes formulacdes de leite fermentado.
4.2. Elaboracéo dos leites fermentados
4.2.1 Ativacéo da cultura

A cultura de L. casei foi utilizada neste estudo na producéo de leite fermentado. A
cultura de L. casei fornecida na forma desidratada foi ativada em leite desnatado
reconstituido a 10 % (LDR 10 %), e incubada em estufa a 37 °C por 14 horas. A cultura

ativa obtida foi inoculada em LDR 10% para obtencéo do leite fermentado.
4.2.2 Elaboracéo dos produtos

Para a elaboracéo dos leites fermentados foram utilizados os seguintes ingredientes:
4gua mineral, leite em p6 desnatado (Nestlé Mollico®), aclcar cristal, biomassa de banana
verde (La Pianezza®), cultura probiética de L. casei ativa em leite desnatado reconstituido

a 10% (LDR 10%) e esséncia de baunilha.

Foram elaboradas quatro preparacdes de leite fermentado com diferentes porcentagens
de biomassa de banana verde (0%; 5%; 10%; 15%). Em seguida, foram preparados 300 mL
de cada mistura para a obtencdo dos leites fermentados. Uma quantidade de 30 gramas de
leite em pé foi reconstituida em 300 ml de agua mineral. Apds a reconstituicdo do leite em
po6 foram adicionados 7% gramas de acuUcar cristal e as diferentes porcentagens de

biomassa de banana verde. A mistura foi homogeneizada com o auxilio de um mixer.
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Apos a elaboragdo, a mistura foi autoclavada a 121 °C durante 15 minutos. Apds o
resfriamento, as misturas foram inoculadas com a cultura ativa de L. casei (inoculo de 1%),
em seguida homogeneizadas e incubadas em estufa a 37 °C por 14 horas. Apds a obtencéao
do leite fermentado foi adicionada a esséncia de baunilha e em seguida, uma aliquota da
amostra foi avaliada com relagdo a viabilidade de L. casei. O restante dos produtos obtidos

foram armazenado sob refrigeracéo a 10° C por 28 dias.

Os leites fermentados foram preparados no Laboratério de Higiene da Faculdade de
Ciéncias da Saude (FS) da Universidade de Brasilia — UnB, local onde também foram

feitas as analises para a determinacao da sobrevivéncia dos Lactobacillus casei.
4.3. Determinacao da sobrevivéncia de L. casei

A determinacdo da sobrevivéncia de L. casei foi feita durante os 28 dias de estocagem
refrigerada dos produtos a 10° C, nos dias 0, 7, 14, 21 e 28, com a finalidade de avaliar se
0S micro-organismos se mantém viaveis e em condi¢cdes de caracterizar um alimento com

alegacdo de propriedade funcional até o final de sua vida util.

Aliquotas de 25 ml das amostras de leite fermentado foram diluidas em agua peptonada
(0,1%), e em seguida submetidas a cinco diluicdes seriadas. As diluicbes seriadas
selecionadas foram aliquotadas (100 pl) em placas contendo agar MRS, sendo o
plaqueamento realizado pela técnica Spread plate. As amostras foram incubadas em estufa
a 37 °C por 24 a 48 horas. Apds o periodo de incubacao foram determinados o niumero de

Unidades Formadoras de Col6nias por ml (UFC ml™).
4.4. Analise de parametro fisico-quimico - Determinacéo do pH

As determinacbes dos pHs das amostras de leite fermentado foram realizadas apos a

elaboragdo e durante o periodo de estocagem refrigerada por 28 dias, a cada 7 dias. Para a
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determinagé@o do pH utilizou-se um pHmetro, sendo o procedimento realizado de acordo

com a metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A sobrevivéncia de Lactobacillus casei nos leites fermentados elaborados com 7 % de
acucar e com diferentes porcentagens de biomassa de banana verde durante o tempo de

armazenamento (0,7,14 ,21 e 28 dias) foi analisada (Figura 1).

101
2.6
"-g 2.1 1
gj_l
- 86 —<— Bemadigiobiomassa de
bananaverde
—e— Adicio 5% deBiomassa de
bananaverde
8.1 —h— Adigio 10% de Biomassa de
bananaverde
—— Adigio de 15% de Biomassa
debananaverde
7.6 T T T 1
0 7 14 21 28

Tempo de estocagem (dias)

Figura 1: Sobrevivéncia de Lactobacillus casei em leites fermentados elaborados com 7 %

de acucar e com diferentes porcentagens de biomassa de banana verde.

A sobrevivéncia de Lactobacillus casei em leite fermentado elaborado com reducéo de
acucar e com diferentes concentracdes de biomassa de banana verde (5, 10 e 15 %) se
manteve estavel ao longo dos 28 dias de estocagem refrigerada. Entretanto, a formulacao
elaborada sem adicdo de biomassa de banana verde foi a que apresentou maior perda de
viabilidade, principalmente no 28° dia de estocagem. Assim, observa-se que a adicdo de
biomassa ndo afetou o crescimento e a sobrevivéncia de L. casei. Apesar da reducdo da
viabilidade de L. casei na preparacdo sem adicdo de biomassa de banana verde, a perda de

viabilidade ndo comprometeu o produto em termos de ser considerado um alimento com
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alegacdo de funcionalidade. Assim, os produtos elaborados atendem a legislacdo brasileira
quanto a faixa de concentracdo de micro-organismos probiéticos em alimentos (10° a 10°

UFC/g) (Brasil, 2002).

Provavelmente o amido resistente presente na biomassa de banana verde pode ter
contribuido para o crescimento e sobrevivéncia de L. casei durante o periodo de estocagem
de 28 dias. Tal hipdtese pode ser sustentada por trabalhos que evidenciaram o possivel
efeito de prebidticos sobre a preservacéo e viabilidade de culturas lacticas em alimentos.
Buddington (1996) avaliou a viabilidade de duas espécies de Bifidobactérias adicionadas
ao produto, com e sem frutoligossacarideos — FOS, (oligossacarideos da frutose que tém
efeito prebidtico), durante 28 dias sob refrigeracdo de 4°C. Nesse estudo, percebeu-se que a

maior viabilidade foi obtida no iogurte com adicéo de FOS.

Um estudo mais recente obteve resultados semelhantes. Ao avaliar as contagens de
Bifidobactérias em leites fermentados com e sem adicdo de FOS, observou-se que no
produto com adicdo do frutano a contagem de bactérias manteve-se constante ao longo de
30 dias de estocagem refrigerada (4 - 6°C), enquanto que no leite fermentado sem a
presenca do composto houve um decréscimo do ciclo logaritmico ap6s 21 dias de

estocagem (TRENTO, et al., 2009).

O pH das diferentes formulacdes de leite fermentado foram determinadas ao longo

do periodo de estocagem de 28 dias (Figura 2).
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Figura 2: Variacbes de pH dos leites fermentados enriquecidos com diferentes

porcentagens de biomassa de banana verde.

Ao avaliar os resultados obtidos durante o tempo de fermentacdo, observou-se que
os valores de pH de todos os produtos decairam significativamente ao longo do periodo de
28 dias de estocagem. As formulacdes sem adicdo de BBV, apresentaram maior pH desde
0 inicio, enquanto os leites com adicdo de 5% de BBV mostraram um pH de valor
intermediario. JA 0s que continham maior concentracdo da polpa (15%), foram os que
obtiveram menor pH ao final do tempo de estocagem (28) dias, ou seja, quanto maior a

concentracdo da polpa, mais &cido se tornou o produto.

Do 1° até o 28° dia de armazenamento refrigerado observou se um decréscimo do
pH em todas as amostras, sendo esta reducdo mais acentuada no leite com maior adicédo
(15%) de biomassa. No leite fermentado elaborado sem adicdo de biomassa de banana

verde o pH manteve elevado até o final do tempo de estocagem.
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A partir do 7° dia observou-se diminuigdo do pH em todas as amostras. No 14° dia
houve um aumento significativo deve parametro seguido de queda gradativa em todos 0s

préximos dias analisados.

Segundo Ferreira (2001), essa reducdo do pH observado durante todo o periodo de
armazenagem € um processo natural em produtos de bases lacticas, causada pela producao
continua de &cido latico e outros &cidos organicos. O que explica a reducdo significativa
dos valores, ja que neste estudo além da presenca da bactéria fermentativa L. casei, que €
capaz de produzir &cido lactico a partir de hexoses, houve também atuacdo do amido
resistente presente na biomassa de banana verde, composto que é passivel de ser

fermentado e capaz de produzir gases e acidos graxos de cadeia curta, principalmente.

Os valores de pH encontrados nas 4 amostras variaram entre 3,91 e 5,38, ndo
demonstrando estarem de acordo com os valores obtidos por VEDAMUTHU (1991), que
preconiza que o valor de pH de leites fermentados deve estar compreendido na faixa de 3,6
e 4,3 para manter a viabilidade celular das bactérias fermentadoras. Porém, Rocha et al.
(2005), desenvolveram iogurtes fermentados com Lactobacillus bulgaricus e
Streptococcus thermophilus, com adicdo de diferentes polpas de frutas tropicais e
obtiveram valores de pH entre 3,55 - 4,24, valores semelhantes aos encontrados neste

trabalho.

O mesmo pode ser observado em outros estudos. Aryana & Mcgrew (2007)
desenvolverem leites contendo Lactobacillus casei e obtiveram valores altos de pH (4,32 -
4,60), nimeros proximos aos encontrados no nas analise de e Zoellner et al. (2007), que
quantificaram pH de 4,5 a 4,71 em bebidas lacteas fermentadas com Bifidobacterium

bifidum e Lactobacillus acidophillus com adicdo de polpa de acai.
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Mesmo ndo existindo valores padrdes quantitativos na legislacdo (BRASIL, 2007)
para esse parametro, seu controle é de extrema importancia, pois a separa¢do do soro esta
diretamente relacionada com este fator, fazendo com que nos produtos com pH menor que
4,0, ocorra separacdo de compostos devido a reducdo da hidratacdo das proteinas e
contracdo do coagulo (BRANDAO, 1997). E fundamental que haja um controle rigoroso
desta varidvel para que ndo ocorram separacOes de fases e acidificacdo elevada que
poderdo alterar caracteristicas sensoriais e organolépticas do produto (VINDEROLA, et.

al., 2000).
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6 CONCLUSAO

O desenvolvimento de produtos funcionais contendo bactérias probidticas tém
resultado bons veiculos dos microorganismos e mantido essas culturas em niveis aceitaveis
para que exercam sua probiose. O leite fermentado a partir da estirpe Lactobacillus casei, e
com agregado de biomassa de banana verde em diferentes concentragdes (5%, 10%, 15%),
permaneceu viavel e em numero superior a 10° UFC/g durante o armazenamento do
produto. A adicdo de biomassa de banana verde em diferentes concentracfes no leite
fermentado mostrou ndo sé favorecer o crescimento das bactérias, como colaborar para a

viabilidade destas durante o periodo de armazenamento do produto refrigerado.

Sendo o leite fermentado um alimento com Otimas caracteristicas nutricionais e
organolépticas, além de rico em proteinas e de facil digestdo, o desenvolvimento deste
produto com adicao de biomassa de banana verde, pode ser uma excelente alternativa para

aumentar a oferta de alimentos funcionais no mercado.
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