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Resumo. Este projeto de iniciacao cientifica teve por objetivo estudar o efeito da adi¢do de
farinha de banana verde no desenvolvimento e sobrevivéncia de bactérias probidticas em
leite fermentado e nas caracteristicas de sinérese e textura do produto. Foi produzido leite
fermentado utilizando a cultura probiética ABT-5 (Stretococcus thermophilus, Lactobacillius
acidophilus e Bifidobacterium animalis). O leite pasteurizado foi suplementado com 4,0 % de
farinha de banana verde, em duas diferentes etapas do processo (antes ou depois do
tratamento térmico do leite). O tempo de fermentacdo e o pH dos leites fermentados néo
sofreram influéncia da adicdo da farinha de banana verde. O leite fermentado com amido
gelatinizado (farinha adicionada antes do tratamento térmico) apresentou os maiores valores
de textura e os menores valores de sinérese no inicio do armazenamento.

Introducéo

Alimento funcional é aquele que possui em sua composicao substancias capazes de
atuar nos processos metabolicos dos individuos, promovendo bem-estar e prevenindo o
aparecimento precoce de doencas, ou seja, sdo substancias que produzem efeitos metabolicos
ou fisioldgicos desejaveis na manutencao da saude (PACHECO e SGARBIERI, 1999).

As vendas deste tipo de produto praticamente dobraram (98%) no Brasil nos ultimos
cinco anos, segundo pesquisa da consultoria Euromonitor, publicada no jornal Gazeta do
Povo (SUSS, 2015). Ainda segundo essa pesquisa, no Brasil este mercado movimenta cerca
de 35 bilhdes de dolares ao ano.

Os probioticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em quantidade
adequada, conferem beneficios a saide do hospedeiro (FAO/WHO, 2001). As bactérias mais
comumente usadas como probioticos sdo as dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium
(O’SULLIVAN, 2006).

O desenvolvimento de alimentos probidticos é um desafio para a industria, pois as
bactérias probidticas precisam permanecer viaveis, em niimero elevado, acima de 10° ml™!
durante a vida de prateleira do produto e ainda apresentar resisténcia as condigcdes do trato
gastrointestinal.

Prebioticos sdo ingredientes alimentares, ndo digeriveis, que estimulam seletivamente
0 crescimento e a atividade das bactérias probioticas no colon (ROBERFROID, 2000). O
consumo de prebioticos estimula a atividade de bactérias probidticas (ZIEMER e GIBSON,
1998). Esses ingredientes favorecem a sobrevivéncia dos probidticos ao longo do trato
gastrointestinal.

Estudos demonstram que alguns tipos de amido, os chamados amidos resistentes,
apresentam propriedades prebidticas. A digestdo e a absorcdo deste tipo de amido néo
ocorrem por completo no processo digestivo, o que lhe confere caracteristicas de fibra
alimentar. O amido resistente pode ser encontrado em graos de cereais, sementes e alimentos
que sdo fontes naturais de amido (CHARALAMPOPOQULOS et al, 2002; FUENTES-
ZARAGOZA et al., 2010; SAJILATA et al., 2006). Outra fonte natural de amido resistente é
a banana verde. Seu consumo traz beneficios & salde e este fato é associado a presenga do
amido resistente, que representa cerca de 47 % a 57 %, em massa, da composicdo deste
alimento (FUENTES-ZARAGOZA et al., 2010).



Considerando o amido resistente da farinha de banana verde como um potencial
ingrediente prebiotico, e um agente de textura, o presente estudo teve como objetivo avaliar o
efeito da adicdo de farinha de banana verde na textura e sinérese de leite fermentado e a
sobrevivéncia de bactérias probidticas no produto.

Material e Métodos

Os experimentos apresentados neste relatério foram realizados em laboratorios da
Escola Maué de Engenharia do Instituto Maua de Engenharia.

Farinha de banana verde

A farinha de banana verde foi produzida em planta piloto no Instituto Maua de
Tecnologia. Foi utilizada a variedade de banana Musa acuminata subgrupo
Cavendish,conhecida no Brasil como Nanicdo. O processo de obtencdo esta descrito em Melo
(2014).

Producéo do leite fermentado

O leite fermentado foi produzido com leite semidesnatado pasteurizado tipo A
(Xandd) com adigéo de 3% de leite em pd desnatado (Gldria). A mistura foi aquecida a 90°C
e mantida nessa temperatura por 10 minutos, em equipamento Thermomix (Vorwerk), na
velocidade de agitacdo 2,5 do equipamento, aproximadamente 350 rpm. Apos 0 aquecimento,
a mistura foi resfriada até atingir 37°C em banho de agua e gelo.

A farinha de banana verde foi adicionada da proporcdo de 4,0 % em massa, antes do
tratamento térmico (4A) ou depois do tratamento térmico e resfriamento da mistura até 65°C
(4D). Foi também produzido um leite fermentado sem farinha de banana verde para controle
de resultados (C).

A cultura liofilizada ABT-5 (Chr. Hansen), composta por Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis foi adicionada ao leite na temperatura
de 37°C na concentracédo de 1 g/L. O leite foi entdo incubado a 37 °C até atingir pH préximo a
4,8.

Apos resfriamento até 35°C, o leite fermentado foi batido em equipamento
Thermomix (Vorwerk) em velocidade baixa (aproximadamente velocidade 2 do aparelho)
durante 5 minutos.

O leite foi envasado em embalagens plasticas de 100 mL com tampa e armazenado em
geladeira a 5°C. Os experimentos foram realizados em duplicata.

Determinacdo de pH e acidez titulavel

O pH e a acidez foram determinados, em duplicata, durante o processo de fermentacao
do leite a 37°C e durante o periodo de armazenamento do leite fermentado a 5°C em
intervalos de sete dias, durante 29 dias.

O pH foi determinado em potencidmetro modelo V (Micronal). A acidez titulavel,
expressa em % de acido latico, foi determinada pela titulacdo de 10,0 g de amostra diluida em
agua destilada, com solucdo de NaOH a 0,1 mol-L~? utilizando fenolftaleina como indicador
(AOAC, 2011).

Quantificacdo de micro-organismos

As andlises microbiolédgicas foram realizadas no leite fermentado armazenado a 5 °C,
apenas na Gltima semana de andlise (29 dias), em duplicata. Amostras de 10 g do leite
fermentado foram homogeneizadas em 90 g de solucdo salina (0,85 %). A partir desta
suspensdo, foram realizadas novas dilui¢cbes decimais seriadas (APHA, 2001).

A quantificacdo de Streptococcus thermophilus foi realizada pela técnica de
inoculacdo em profundidade, utilizando-se meio de cultura 4gar M17 (Oxoid) com 5 % de




solucdo de lactose (10 %). Apés o plaqueamento as amostras foram incubadas a 37 °C durante
72 horas (APHA, 2001). As col6nias tipicas do Streptococcus. thermophilus apresentam
formato de lentilhas e possuem didmetro entre 1 e 2 milimetros.

A contagem de Lactobacillus acidophilus foi realizada em meio de cultura &gar MRS
(Oxoid), utilizando-se a técnica de inoculagdo em superficie. A incubacéo foi realizada a 43°C
durante 72 horas em anaerobiose (Anaerogen, Oxoid) e o nimero de coldnias tipicas foi
determinado (OLIVEIRA e JURKIEWICZ, 2009). As colbnias tipicas desse micro-organismo
tem aproximadamente 3 milimetros de didmetro, apresentam colocagdo branca, com aspecto
leitoso. S&o achatadas e possuem a borda irregular.

A enumeracdo de Bifidobacterium animalis foi realizada em &gar MRS (Oxoid)
acrescido de 0,5 % de solucdo de L-cisteina (10,0 %), 0,5 % de solucdo de dicloxacilina (10
mg/100 mL) e 1,0 % de solucdo de cloreto de litio (10,0 %). A inoculacdo foi realizada pela
técnica de profundidade e a incubacdo a 37 °C durante 72 horas em anaerobiose (Anaerogen,
Oxoid) (OLIVEIRA, 2008). As colbnias tipicas dessa bactéria possuem coloracdo branca
leitosa, borda regular, formato lenticular e didmetro de 2 a 3 milimetros (CHR. HANSEN,
2004).

Textura

A textura, expressa por meio da firmeza do leite fermentado, foi determinada a cada
sete dias (2, 9, 16, 23 e 30 dias de estocagem), em texturdmetro modelo TA-TX2i (Stable
Micro Systems), em duplicata. A analise foi realizada com as amostras na temperatura de
5°C, utilizando um probe cilindrico de acrilico com diametro de 2,5 cm, distancia de
penetracdo de 10 mm e velocidade de 10 mm/s (DAMIN et al., 2009, OLIVEIRA et al., 2001;
OLIVEIRA et al., 2011).

Sinérese

As andlises de sinérese foram realizadas, em duplicata, nos leites fermentados
armazenado a 5 °C, em intervalos de sete dias (2, 9, 16, 23 e 30 dias de estocagem). Nesse
método de sinérese forcada, uma amostra de 20 g do leite fermentado foi centrifugada, em
uma centrifuga modelo Mega 21R (Hanil Science Industrial), durante 10 min, na temperatura
de 4 °C e velocidade de rotagédo de 350 g.

O soro separado na centrifugacdo foi coletado entornando a solucdo em béquer e
pesado. A sinérese foi calculada pela relacdo da massa de soro e da massa total da amostra
pesada previamente, sendo apresentada em porcentagem, como mostrado na Equacéo 1.

massa de soro (g)

Sinérese (%) = x100 Equacéo 1

massa de leite fermentado (g)

Andlise estatistica

Os resultados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) e a comparacdo das
médias realizadas pelo teste de Tukey, considerando um nivel de significancia de 5%. Foi
utilizado o programa MINITAB, verséo 16.

Resultados e Discusséo

A Tabela 1 apresenta os valores de pH em funcdo do tempo de fermentacdo para os
trés tratamentos: leite fermentado com adicdo de farinha de banana verde antes do tratamento
térmico (4A); com adicdo de farinha de banana verde depois do tratamento térmico (4D) e
sem farinha de banana verde (C).



Tabela 1 - pH em funcdo do tempo de fermentacgdo (em minutos) do leite

pH
Tratamento
Inicio 60 min 120 min 150 min 180 min 210 min
C 6,41 +0,02* 5,94 +0,29" 5,46 +0,18* 5,01 +0,03* 4,92+0,04* 4,76 +0,02"

4A 6,30 +£0,08"* 5,79+0,22" 5,27 +0,09" 5,02+0,06" 4,88+0,02* 4,75+0,02*

4D 6,22 +0,06" 5,75+0,08" 5,28+0,04* 505+0,03* 4,92+003* 4,78+0,06"

A, B — médias com letras maiusculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha
diferenca significativa (p > 0,05) entre tratamentos.

Foi possivel verificar que ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) de pH entre os
tratamentos durante a fermentagdo dos leites fermentados, indicando que a adi¢do da farinha
de banana ndo teve influéncia sobre o pH das amostras. Além disso, o0 tempo para que o pH
atingisse um valor de aproximadamente 4,8 foi de 210 minutos para as trés condi¢fes
estudados.

Os resultados obtidos para acidez titulavel (% acido latico) ao longo da fermentacao
podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2 — Acidez (% &cido latico) ao longo da fermentacao do leite

Acidez (%)
Tratament
0
Inicio 60 min 120 min 150 min 180 min 210 min

C 0,22+0,01* 0,33+0,07® 0,56+0,07® 0,70+0,03% 0,78+0,07® 0,80+0,08%

4A 0,29+0,01* 0,45+0,01* 0,75+0,01* 0,86+0,02* 0,93+0,01* 0,97+0,01*

4D 0,28+0,02* 0,45+0,04* 0,65+0,03"® 0,79+0,03*® 0,88+0,01*® 0,94+0,01*

A, B — médias com letras maiusculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha
diferenca significativa (p>0,05) entre tratamentos.

Ao final da fermentacdo, os leites fermentados contendo farinha de banana verde
apresentaram valores de acidez mais elevados (p < 0,05), o0 que pode indicar maior atividade
metabolica das bactérias utilizadas como indculo, principalmente Streptococcus thermophilus,
principal responsavel pela acidificacdo do leite. As bactérias probioticas L. acidophilus e
B. animalis, apresentam metabolismo lento em leite.

Durante o periodo de armazenagem dos leites fermentados o pH e a acidez foram
medidos semanalmente, desde o segundo dia até o trigésimo (Tabelas 3 e 4)



Tabela 3 - pH em funcdo do tempo de armazenamento (em dias) dos leites fermentados

pH
Tratamento
2 dias 9 dias 16 dias 23 dias 30 dias
C 454 +0,04~ 4,36+004" 4,31+0,03* 4,30+0,02% 4,31+0,02"
4A 447 + 0,06 4,38+0,02* 4,29+0,14" 4,26+0,12" 4,30+ 0,07
4D 450 +£0,04~ 4,37 £0,03* 4,35+0,04~ 4,31+0,05* 4,30 +0,08"

A, B — médias com letras mailsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha
diferenca significativa (p>0,05) entre tratamentos.

O pH do leite fermentado durante o armazenamento é um fator relevante na
sobrevivéncia dos micro-organismos  probidticos  (Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium animalis). A adicdo de farinha de banana verde n&o influenciou
significativamente (p > 0,05) a pés-acidificacdo do leite fermentado, ja que a variagcdo do pH
apos 30 dias de armazenamento foi de 0,2 unidades para todos os tratamento. .

Tabela 4 - Acidez em funcéo do tempo de armazenamento (em dias) para os tratamentos
térmicos em estudo

Acidez
Tratamento
2 dias 9 dias 16 dias 23 dias 30 dias
C 1,18 +0,06"8 1,33+0,024 1,34+0,01* 1,36+0,01"8 1,39+0,01°
4A 1,26 £0,06* 1,30+0,02* 1,35+0,03* 1,43+0,04* 1,40+0,01
4D 1,08+0,01B 1,30+0,06* 1,31+0,04 1,29+0,0282 1,28+0,018

A, B — médias com letras mailsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa (p>0,05) entre tratamentos.

A legislacdo brasileira estabelece que leites fermentados devem apresentar acidez
entre 0,6 % e 2,0 % durante sua vida de prateleira (MAPA, 2007). De acordo com os dados
apresentados na Tabela 4, todos os leites fermentados analisados estavam dentro dos limites
estabelecidos pela legislacdo durante os 30 dias de armazenagem.

Durante o armazenamento, embora a acidez titulavel do leite fermentado contendo
farinha da banana verde adicionada depois do tratamento térmico (4D) tenha apresentado
valores menores que os demais leites fermentados (p < 0,05), a diferenca observada foi
pequena, cerca de 0,12 % de &cido latico.

A contagem de micro-organismos Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
animalis e Streptococcus thermophilus foi realizada na nos leites fermentados, na ultima
semana de armazenamento, em refrigeracdo a 5 °C(Tabela 5). nos leites fermentados



Tabela 5 — Contagem de micro-organismos na Ultima semana de armazenamento do leite

fermentado
log (UFC/g)
Tratamento
S.thermophilus B.animalis L.acidophilus
C 9,34 7,94 7,48
4A 9,04 7,84 7,94
4D 9,04 8,04 8,04

A, B — médias com letras mailsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa (p>0,05) entre tratamentos.

A contagem de L. acidophilus nos leites fermentados com farinha de banana verde
apresentou valores entre 0,5 e 0,6 log mais elevados do que no leite controle, indicando um
efeito protetor deste ingrediente. Resultados semelhantes foram obtidos por Melo (2014).

A populacdo de Bifidobacterium animalis ndo apresentou variagcdo significativa entre
os tratamentos, demonstrando que a farinha de banana ndo influenciou a sobrevivéncia da
bactéria. O mesmo ocorreu com a populacdo de Streptococcus thermophilus, que néo teve sua
sobrevivéncia influenciada pela presenca da farinha de banana.

Os resultados da firmeza, expressa em funcdo da forca méxima obtida atraves da
penetracdo do probe de 25mm na amostra, para os diferentes tratamentos do leite fermentado
durante os 30 dias de estocagem estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Firmeza (N) dos leites fermentados durante o periodo de armazenagem

Firmeza (N)
Tratamento
2 dias 9 dias 16 dias 23 dias 30 dias
C 0,24+0,058 0,28+0,06° 0,31+0,01B 0,31+0,03B 0,27+0,028
4A 0,48+0,017 0,54+0,054 0,51+0,044 0,49+0,044 0,49+0,05”
4D 0,31+0,02B 0,36+0,01B 0,35+0,02B 0,370,008  0,36+0,0278

A, B — médias com letras mailsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa (p>0,05) entre tratamentos.

A maior firmeza foi observada no leite fermentado com adicdo de farinha de banana
antes do tratamento térmico, caso em que o amido da farinha de banana sofre gelatinizacao,
devido ao tratamento térmico. Acima da temperatura de gelatinizacdo, que no caso do amido
de banana verde é em torno de 69,5°C, ocorre o rompimento dos granulos de amido fazendo
com que esse incorpore agua, formando uma pasta viscoelastica tarbida (WALISZEWSKI et
al., 2003).

No tratamento 4D a farinha foi adicionada quando o leite atingiu temperatura menor
ou igual 65°C, ndo permitindo que os granulos se rompessem e incorporassem a agua. Assim,
nesta condicdo a influéncia da concentracdo da farinha na firmeza do leite fermentado nao foi
significativa (p > 0,05).

Os valores de sinérese, calculados a partir da relacéo entre a massa de liquido liberada
pela massa total da amostra, nos diferentes tratamentos do leite fermentado durante os 30 dias
de estocagem estdo apresentados na Tabela 7. Foi possivel observar uma maior sinérese (p <



0,05) nos leites fermentados com farinha de banana adicionada apds o tratamento térmico,
fator pouco desejado no mercado. Por outro lado, a adi¢do de farinha de banana verde antes
do tratamento térmico ndo reduziu significativamente (p > 0,05) a sinérese do produto em
relacdo ao leite fermentado controle.

Tabela 7 — Sinérese (%) dos diferentes tratamentos de leites fermentados durante o periodo
de armazenagem

Sinérese
Tratamento
2 dias 9 dias 16 dias 23 dias 30 dias
C 9,3+0,6" 11,5+0,98 11,940,7°¢ 16,7+2,08 11,941,3€
4A 7,4+0,6 7,940,3¢ 19,3+2,78 16,2+1,88 18,3+1,58
4D 26,6+1,7° 25, 6+1,34 25,7+0,8” 26,9+1,5 28,3+0,7A

A, B — médias com letras mailsculas iguais na mesma coluna indicam que nao ha diferenca
significativa (p>0,05) entre tratamentos.

A sinérese € uma retracao da estrutura do gel do leite fermentado que causa a liberagao
de liquido ou separacgéo de soro e pode ocorrer quando essa estrutura é danificada ou sofre um
rearranjo (LUCEY e SINGH, 1998). Em geral, a presenca de soro ou liquido em leites
fermentados pode afetar a percepcdo do consumidos de forma negativa, pois esse acaba
associando-0 a um produto de baixa qualidade (AKALIN et al., 2012; LOBATO-CALLEROS
et al., 2014).

Conclusoes

A adicdo da farinha de banana verde néo alterou o tempo final de fermentacéo do leite.

A adicdo de farinha de banana verde antes do tratamento térmico do leite mostrou ser
um procedimento adequado para aumentar a firmeza do leite fermentado.

A adicdo de farinha de banana verde apds o tratamento térmico do leite contribuiu
para a sobrevivéncia de L. acidophilus durante o armazenamento do leite fermentado, mas
aumentou a sinérese do produto..
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