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EFEITO DA ASSOCIACAO DE FARINHA DE POLPA DE BANANA
VERDE E INULINA NA MULTIPLICACAO DE STREPTOCOCCUS

THERMOPHILUS EM LEITE FERMENTADO

Association effect of green banana pulp flour and inulin on the
multiplication of Streptococcus thermophilus in fermented milk

Caroline Azevedo Moreira', Paulo Sérgio Monteiro', Pablo Henrique Soares dos Santos’,

Leticia Campos Gois’, Milene Therezinha das Dores’

RESUMO

Os leites fermentados e os prebidticos sdo considerados alimentos funcionais e
tém despertado cada vez mais o interesse das industrias. Este estudo objetivou avaliar
a influéncia da farinha de polpa de banana verde (FPBV) e inulina na multiplicagdo
de Streptococcus thermophilus durante o processo fermentativo e por um periodo
de 28 dias de armazenamento do leite fermentado. Os ensaios foram realizados em
trés tratamentos com trés repeticodes, sendo a formulagdo A constituida de leite sem
adi¢do de FPBV e inulina, a formulagdo B contendo leite ¢ FPBV e a formulagéo
C contendo leite, FPBV e inulina. A FPBV apresentou 14,25% de umidade, 4,01%
de cinzas, 2,28% de proteinas e 1,38% de extrato etéreo. Os valores de pH inicial
das formulacdes A, B e C foram 7,30, 7,14 ¢ 7,15, respectivamente, ¢ apos 4 horas
atingiram os valores 4,57, 4,73 e 4,66, respectivamente. Os valores de acidez titulavel
inicial das formulagdes A, B ¢ C foram 0,15%, 0,16% e 0,14%, respectivamente. No
final do processo, a acidez atingiu os valores 0,93%, 0,98% e 0,86%, respectivamente.
As contagens de S. thermophilus das formulagdes A, B e C ndo apresentaram
diferenga significativa nos tempos de 1, 14 e 28 dias e as contagens médias foram,
respectivamente, 9,04, 9,20 ¢ 8,77 log UFC/g. Desta forma, a utilizacdo de FPBV
e inulina ndo influenciou no processo de produgdo de leite fermentado inoculado
com Streptococcus thermophilus e na multiplicagdo do micro-organismo durante o
armazenamento do produto.
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ABSTRACT

Fermented milks and prebiotics are considered functional foods and have
aroused the interest of the industries. The objective of this study was to evaluate
the influence of green banana pulp flour (GBPF) and inulin on the multiplication
of Streptococcus thermophilus during the fermentation process and for a period of
28 days of storage of fermented milk. The experiments were performed in three
treatments with three replications, in which formulation A consisted of milk without
adding of GBPF and inulin, formulation B contained milk, and GBPF and formulation
C contained milk, GBPF and inulin. The GBPF had 14.25% moisture, 4.01% ash,
2.28% protein and 1.38% ether extract. The initial pH values of formulations A,
B and C were 7.30, 7.14 and, 7.15, respectively, and after 4 hours of fermentation
they reached 4.57, 4.73 and 4.66, respectively. The initial titratable acidity values
of formulations A, B and C were 0.15%, 0.16% and 0.14%, respectively. At the end
of the process, acidity reached the values 0f 0.93%, 0.98% and, 0.86%, respectively.
The S. thermophilus counts of formulations A, B and C did not present significant
differences in the periods of 1, 14 and 28 days and the average counts were,
respectively, 9.04, 9.20 and 8.77 log CFU/g. Thus, the use of GBPF and inulin did not
influence the production process of fermented milk inoculated with S. thermophilus

and the multiplication of the microorganism during product storage.
Keywords: functional food; fermented milk; prebiotic.

INTRODUCAO

Os consumidores estdo cada vez
mais conscientizados e preocupados com a
manuten¢do da satide e bem-estar, fator que
tem contribuido para o aumento do consumo
de produtos alimenticios com propriedades
funcionais (BARAUSKAITE et al., 2018).
De acordo com a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os produtos
com alegacdo de propriedades funcionais
sdo aqueles com capacidade comprovada de
promover beneficios a satide do consumidor
(BRASIL, 1999) e entre estes, destacam-se
os leites fermentados e os produtos com
ingredientes prebidticos.

Os prebioticos sdo considerados
ingredientes funcionais por ndo serem
digeridos no trato gastrointestinal e estarem
disponiveis como substratos para bactérias
dos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus
que colonizam o intestino (RAIZEL et al.,
2011). As bactérias probiodticas contribuem

para a manuten¢do e melhoria da satde do
organismo, onde auxiliam na prevencao
de infecg¢des, processos inflamatorios
gastrointestinais e doengas cardiovasculares
(BARAT; OSCAN, 2018).

A inulina ¢ um carboidrato de reserva
considerado como prebidtico e encontrada
nos vegetais, usualmente extraida da raiz
da chicoria (MATTILA-SANDHOLM et
al., 2002). O seu consumo esta relacionado
a efeitos benéficos no organismo, como o
aumento da biodisponibilidade de calcio
(SAAD, 2006). Na industria de alimentos, a
inulina é geralmente utilizada em substitui¢ao
ao acucar e a gordura, proporcionado redugao
calorica e caracteristicas sensoriais desejaveis
nos produtos (BORTOLOZO; QUADROS,
2007; SHOAIB et al., 2016).

O amido ¢ um carboidrato de reserva de
varias fontes vegetais e ¢ considerado como
a fonte mais importante de carboidratos na
alimenta¢do humana, representando 80% a
90% dos polissacarideos das dietas. Entre as
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diversas fontes, é encontrado em abundéncia
em graos de cereais, leguminosas, tubérculos
e frutas imaturas ou verdes. O amido ¢
amplamente utilizado como matéria-prima
na induastria alimenticia e contribui para as
caracteristicas de textura de grande parte dos
produtos processados, onde ¢ utilizado como
espessante, estabilizador de coloides, agente
gelificante e de volume, adesivo e na retengao
de agua (DENARDIN; SILVA, 2009). Entres
os diversos produtos, ¢ utilizado na fabricagao
de paes e biscoitos e também em processos
fermentativos envolvendo a produgdo de
bebidas alcodlicas e de etanol para outros fins
(MORRIS; BRYCE, 2000).

O amido resistente ¢ encontrado em
elevada concentragdo na banana verde, sendo
considerado o constituinte prebidtico da fruta
(BATISTA et al., 2017). Assim, devido a ser
uma fonte consideravel de amido resistente e
potassio, o uso de farinha de banana verde tem
atraido a atencdo dos pesquisadores. A farinha
de banana verde pode apresentar acima de 50%
(m/m) de amido resistente (CAMPUZANO et
al.,2018). Ao ser metabolizado pelas bactérias
probidticas no intestino, o amido resistente
proporciona a formagdo de 4cidos graxos de
cadeia curta, principalmente os acidos acético,
propidnico e butirico, os quais sugerem-se
estar relacionados a reducdo de distarbios
intestinais, doengas cardiovasculares e
incidéncia de cancer (BATISTA et al., 2017).

Assim, o processamento de banana para
obtencdo de farinha e amido é de interesse
para a industria de alimentos e outros fins
industriais (WALISZEWSKI et al., 2003).
Neste contexto, a desidratacdo da banana
verde para produgdo de farinha de banana
verde é uma alternativa viavel para sua
conservacdo e utilizacdo como ingrediente
funcional (MATOS et al., 2017). Para
obtencdo de maior teordeamido resistente, a
banana verde a ser utilizada deve estar no
primeiro estagio de maturacdo (SILVA et al.,
2016).

No ambito da industria de alimentos, a
inulina e o amido resistente estdo incluidos
no grupo dos principais prebioticos utilizados
como ingredientes, sendo a industria de
laticinios a principal responsavel pela
inser¢do destes em produtos alimenticios
(BATISTA et al., 2017). Varios estudos
avaliaram o potencial de utilizagdo da
inulina, de forma isolada ou combinada, em
varios grupos de alimentos, tais como leites
fermentados (BORTOLOZO; QUADROS,
2007; MAESTRI et al., 2014), queijos
(SANTOS et al., 2015) e produtos carneos
(VALDEZ et al., 2015). De modo semelhante,
o uso de amido resistente de banana verde
tem sido avaliado em diferentes alimentos
como iogurte (SILVA et al., 2017a) e produtos
de panificacio (ANDRADE et al., 2018,
OLIVEIRA et al., 2015). No entanto, nao
foram realizados estudos que avaliaram
especificamente a utilizagdo de inulina em
associacdo com farinha de polpa de banana
verde na fabricacdo de leite fermentado
inoculado com Streptococcus thermophilus,
o qual é reconhecido como uma importante
cultura termofilica iniciadora utilizada em
associacdo com outros micro-organismos em
varias fermentagoes lacteas industriais.

Nesse contexto, este estudo objetivou
avaliar o efeito da adig@o de farinha de polpa
de banana verde e inulina na produgéo de leite
fermentado inoculado com S. thermophilus.

MATERIAL E METODOS

Preparo da farinha de polpa de banana
verde

As bananas foram colhidas no primeiro
estagio de maturacdo. Os frutos foram
submetidos a lavagem com agua potavel,
posterior sanitizagdo com agua clorada na
concentragdo de 200 mg/L durante 15 minutos
e enxague com agua potavel. Na sequéncia,
as bananas foram descascadas e a polpa foi
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cortada em pedacos de aproximadamente 1
cm de espessura, que foram transferidos para
solugdo de acido ascorbico 0,5% (m/v), onde
permaneceram até o momento da desidratacdo
em estufa com circulagao de ar a 65°C durante
8 horas. Apds a secagem, a polpa desidratada
foi triturada em moinho de bolas e a farinha
obtida foi acondicionada em embalagens
plasticas a vacuo sob refrigeracao.

Caracterizacgio fisico-quimica da farinha
de polpa de banana verde

A farinha de polpa de banana verde foi
submetida a analise de umidade pelo método
gravimétrico em estufa a 105°C e andlise de
cinzas por meio da incineracdo das amostras
em mufla a 550°C durante 6 horas. O teor de
proteinas foi determinado pelo método de
Kjeldahl, que consiste na determinagdo de
nitrogénio total da amostra. Para conversio
do teor de nitrogénio em teor de proteinas foi
utilizado o fator 6,25. O teor de extrato ctéreo
foi obtido pela extragdo da fracdo lipidica em
aparelho Soxhlet utilizando éter de petréleo
como solvente. Todos os resultados foram
expressos em porcentagem (AOAC, 2012).

Ingredientes e cultura microbiana

Para a elaboragdo do leite fermentado
foram utilizados leite em p6 desnatado
(Molico, Nestlé, Aracatuba, Brasil), cultura
liofilizada (nu-trish® ABT-4, Christian
Hansen) contendo S. thermophilus, inulina
Beneo™ (Orafti Active Food Ingredients,
Oreye, Bélgica) e banana verde (Musa sp. cv.
Nanicdo) proveniente do pomar experimental
da Universidade Federal de Vigosa, Campus
Rio Paranaiba.

Processamento dos leites fermentados

O leite fermentado foi produzido em
escala laboratorial em trés formulagdes
(Tabela 1), conforme metodologia proposta por
Tamime e Robson (1990), com modificagdes.
Para cada formulag@o foram preparados 450
mL de leite, obtido a partir da reidratacdo de
leite em po6 desnatado na propor¢do de 13 g
de leite em p6 desnatado para 100 g de agua
destilada. A farinha de polpa de banana verde
foi adicionada ao leite na propor¢ao de 5%
(m/v) e a inulina foi utilizada na proporgao
de 3% (m/v). O leite reidratado, adicionado

Tabela 1 — Formulagdes utilizadas para a producgio dos leites fermentados

Leite desnatado

Formulacao reconstituido (mL) FPBV*(g) Inulina (g)
A 450 - -
A 450 - -
A 450 - -
B 450 22,5 -
B 450 22,5 -
B 450 22,5 -
C 450 22,5 13,5
C 450 22,5 13,5
C 450 22,5 13,5

* FPBV: Farinha de polpa de banana verde
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ou ndo de farinha de polpa de banana verde e
inulina, foi submetido ao tratamento térmico
de 95°C durante 10 minutos, com posterior
resfriamento a 42°C. Em todas as formulagdes,
o leite foi inoculado com 0,2% (m/v) de
cultura liofilizada de S. thermophilus. A
fermentacao foi conduzida durante 4 horas na
temperatura de 42°C e apés o término, o leite
fermentado foi armazenando a temperatura
de 4°C durante 28 dias. Durante esse periodo,
amostras das formula¢des desenvolvidas
foram retiradas para analise microbiologica
nos tempos 1, 14 e 28 dias.

Acidez titulavel e pH do leite fermentado

As andlises de acidez titulavel e pH
foram realizadas em intervalos de 1 hora
durante o periodo de 4 horas de fermentagao,
conforme metodologia proposta pelo Instituto
Adolfo Lutz (ZENEBON et al., 2008).

Analise microbiologica

Aanalise de S. thermophilus foi realizada
por meio da técnica pour plate utilizando o
meio de cultura M17, conforme metodologia
proposta por Silva et al. (2017b). As analises
foram realizadas nos tempos de 1, 14 e 28
dias de armazenamento apo6s a fermentagao.
Apos a inoculag@o, as placas foram mantidas
em incubadora tipo B.O.D (Eletrolab, modelo
EL 202/4, Sdo Paulo, Brasil) a 37°C durante
72 horas para posterior contagem.

Delineamento experimental e analise
estatistica

Os tratamentos foram dispostos em
delineamento inteiramente casualizado,
segundo um esquema de parcelas subdivididas,
em que as formulagdes A (leite sem adigdo
de farinha de polpa de banana verde e
inulina), B (leite com adi¢do de farinha
de polpa de banana verde) e C (leite com
adicao de farinha de polpa de banana verde

e inulina) constituiram as parcelas e o tempo
de fermentagdo, as subparcelas. O ensaio
experimental foi realizado em trés repeti¢des
e os resultados foram interpretados por meio
de analise de variancia (ANOVA) e analise
de regressdo, utilizando-se o teste F a 5% de
probabilidade. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o programa R versdo
3.6.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizaciio fisico-quimica da farinha
de polpa de banana verde

Os resultados das analises fisico-
quimicas da farinha estdo apresentados na
Tabela 2. A farinha de polpa de banana verde
apresentou teor de umidade dentro do limite
de 15% (m/m) estabelecido pela Resolugdo
da Diretoria Colegiada n°® 263, de 22 de
setembro de 2005 da ANVISA (BRASIL,
2005). Para inibir o desenvolvimento de
micro-organismos deterioradores e preservar
a qualidade das farinhas ¢ importante que o
teor de umidade seja de, no maximo, 15%
(m/m) (FIORDA et al., 2013).

Tabela 2 — Composi¢do quimica da farinha
de polpa de banana verde

Variaveis % (base seca)*
Umidade 14,25 £ 0,70
Cinzas 4,01 £0,07
Extrato etéreo 1,38+ 0,16
Proteinas 2,28 +£ 0,06

* Valores expressos por média + desvio padrdo.

O teor de cinzas da farinha foi similar
as concentracdes de 2% (m/m) e 2,6% (m/m)
encontradas por Torres et al. (2005) e Borges
et al. (2009), respectivamente, em farinha
de polpa de banana verde. Em outro estudo,
Neto et al. (1998) encontraram 4,1% (m/m)
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de cinzas na farinha obtida a partir de polpa
e de casca de banana verde.

A farinha apresentou reduzido teor de
extrato etéreo. No entanto, a concentragao foi
superior ao valor de 0,7% (m/m) encontrado
por Borges et al. (2009), que realizaram a
caracterizacdo fisico-quimica da farinha
de polpa de banana verde para posterior
aplicacdo em produtos de panificagio,
dietéticos e alimentos infantis.

A concentragdo de proteinas da farinha
foi inferior ao teor de 4,7% (m/m) encontrado
por Borges et al. (2009) na farinha de polpa
da banana verde. Em um estudo semelhante,
Neto et al. (1998) utilizaram casca e polpa da
banana verde e encontraram 3,2% (m/m) de
proteinas na farinha.

As propriedades fisico-quimicas da
farinha de banana verde podem apresentar
variacOes e um dos fatores mais influentes é
o estagio de maturacao da fruta (ALKARKHI
etal.,2011).

Variacdo do pH e da acidez titulavel
durante a fermentacéo

A Figura 1 mostra a variagdo do pH

durante o processamento do leite fermentado.
Os valores médios de pH inicial das
formula¢des A, B e C foram 7,30, 7,14
e 7,15, respectivamente, sendo o pH da
formulagdo A superior (p<0,05) ao pH das
demais formulagdes. Esta variagdo inicial
dos valores de pH pode ter ocorrido devido
a adicdo, de forma isolada ou combinada da
farinha de polpa de banana verde ou inulina
nas demais formulagdes.

No tempo de 1 hora de fermentagdo
foi observado uma reducéo significativa do
pH, onde o pH da formulacdo A foi superior
(p<0,05) ao pH das demais formulagdes. As
formulagdes A, B e C apresentaram valores
médios de pH iguais a 5,67, 5,36 ¢ 5,32,
que corresponde a uma reducao, em relagao
ao pH inicial, de 22,3%, 24,9% e 25,6%,
respectivamente. Apds 4 horas de fermentagao,
os leites fermentados das formula¢des A, B e
C atingiram os valores médios de pH iguais
a 4,57, 4,73 e 4,66, respectivamente, sendo
as formulagdes A e C estatisticamente iguais
(p>0,05). Durante o processo fermentativo,
as bactérias laticas produzem metabolitos
primarios como o acido latico, o qual é o
principal responsavel pela reducdo de pH

p ——&—— Formulagéo A - Leite sem adi¢do de farinha de
!\ polpa de banana verde ¢ inulina
71 (Y=-0,6473X + 6,71, R? = 0,90)

Formulagdo B - Leite adicionado de farinha de
\ polpa de banana verde
\ (Y=-0,53X + 6,46, R> = 0,84)
\ ——-¥-—— Formulagéo C - Leite adicionado de farinha de
polpa de banana verde e inulina
N\ (Y=-0,56X + 6,48, R* = 0,85)

Tempo (horas)

Figura 1 — Variagdo de pH durante a fermentacao dos leites fermentados
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(MONTEIRO; GOMES, 2018). Maestri et
al. (2014) observaram resultado semelhante,
onde a adic¢do de inulina nas concentracoes de
1% e 2% em leite fermentado ndo influenciou
o tempo de fermentagao.

A Figura 2 mostra a variacdo da acidez
titulavel durante o processamento do leite
fermentado. Os valores médios de acidez
titulavel inicial das formulagdes A, B e C
ndo apresentaram diferenga significativa
(p>0,05) e foram iguais a 0,15%, 0,16%
e 0,14%, respectivamente. No final do
processo, a acidez atingiu os valores de
0,93%, 0,98% e 0,86% para formulacdes A,
B e C, respectivamente, sendo as formulagdes
A e B superiores (p<0,05) a formulagao C.

Deste modo, todas as formulagdes
apresentaram acidez adequada em relagdo a
legislacdo de alimentos vigente. De acordo
com a Instrugdo Normativa n® 46, de 23 de
outubro de 2007, Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Leites Fermentados,
o leite fermentado deve apresentar acidez
titulavel entre 0,6 ¢ 2,0 g de acido latico por
100 g de produto (BRASIL, 2007).

Analise microbiologica

As contagens de S. thermophilus dos
leites fermentados das formulagdes A, B e C ndo
apresentaram diferenca significativa (p>0,05)
nos tempos de armazenamento de 1, 14 e 28
dias e as contagens médias das formulagdes
foram iguais a 9,04, 9,20 e 8,77 log UFC/g,
respectivamente (Figura 3). As contagens do
leite fermentado da formulagdo A apresentaram
diferenga significativa (p<0,05) nos diferentes
tempos e foi mais elevada no tempo de 14
dias, onde foi igual a 9,18 log UFC/g. Na
formulacao B, as contagens nos tempos 1 e 14
dias ndo apresentaram diferenga significativa
(p>0,05) e foram iguais a 9,05 ¢ 9,21 log UFC/g
respectivamente, ¢ foram maiores em relacdo a
contagem do tempo de 28 dias. Na formulagdo
C, as contagens nos diferentes tempos
também apresentaram diferenca (p<0,05) e
foi maior no tempo de 14 dias, onde foi igual
a 9,2 log UFC/g. A redugdo das contagens a
partir de 14 dias pode ter ocorrido devido a
reducdo da disponibilidade de nutrientes e ao
efeito inibitdrio proporcionado por metabolitos

0,4

Acidez titulavel (% de 4cido latico)

Formulagdo A - Leite sem adiggio de
farinha de polpa de banana verde e

inulina (Y = 19,9X + 26,98, R = 0,96)

i Q— Formulag@o B - Leite adicionado de
farinha de polpa de banana verde
(Y = 19,53X + 23,37, R% = 0,96)

0,2 — —w— —  Formulac#o C - Leite adicionado de
farinha de polpa de banana verde e
inulina (Y= 16,59X + 26,24, R2 =0,93)

0,0 T T T T

0 1 2 3 4
Tempo (horas)

Figura 2 — Variacdo da acidez titulavel durante a fermentagdo dos leites fermentados
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primarios como o acido latico. No entanto, os
leites fermentados das diferentes formulagdes
apresentaram-se dentro do padrao de qualidade
exigido pela legislagdo durante o periodo de 28
dias de armazenamento.

De acordo com a Instrugdo Normativa
n°® 46, de 23 de outubro de 2007, Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade de Leites
Fermentados, o leite fermentado obtido por
meio do uso isolado ou em associagdo dos
micro-organismos Lactobacillus acidophilus,
L. casei, Bifidobacterium sp., S. salivarius
subsp. thermophilus e/ou outras bactérias
acido-lacticas deve apresentar contagem
minima de 10° UFC/g (BRASIL, 2007).

Assim como no presente estudo, outros
autores também verificaram que prebidticos,
como a inulina e a farinha de polpa de
banana verde, utilizados de forma isolada
ou em associagdo com outros prebidticos,
ndo influenciam na sobrevivéncia de S.
thermophilus. Fuchs et al. (2006) verificaram
que a adigdo de 1% de inulina e 5% de
oligofrutose em iogurte ndo influenciou na

contagem de S. thermophilus, L. casei ¢ L.
bulgaricus durante 28 dias de armazenamento
a 4°C. De maneira semelhante, no estudo
realizado por Batista et al. (2017), ndo foi
observado efeito significativo da adicdo de
farinha de polpa de banana verde na contagem
de S. thermophilus nos tempos de 1, 7, 14 ¢
21 dias de armazenamento do produto, onde a
contagem em 21 dias foi igual a 8 log UFC/g.

CONCLUSOES

A utilizac@o de farinha de polpa de
banana verde e inulina, de forma isolada
ou combinada, ndo influencia no processo
de produgdo de leite fermentado inoculado
com Streptococcus thermophilus ¢ na mul-
tiplicagdo do micro-organismo durante o
armazenamento do produto.
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