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Resumo

O acai e 0 camu-camu séo frutos nativos da Amazonia ricos em compostos
fendlicos, antocianinas e vitamina C. Os produtos lacteos fermentados séo
alimentos que podem ser suplementados com frutas, fibras e microrganismos
probioticos. O objetivo deste trabalho foi elaborar leites fermentados (LF) com
acai e camu-camu e bactérias probiodticas Bifidobacterium (BB-12) e
Lactobacillus acidophilus (LA-5), e estabelecer suas contagens durante 28 dias
de armazenamento. Os frutos de acai foram obtidos em pomar particular e os de
camu-camu, as margens do Rio Urubu (Boa Vista-RR). Para a elaboracdo dos
LF foram adicionados ao leite UHT, 8% de acucar, 4% de leite em p6 desnatado
e cultura probidtica, sendo submetidos a coagulacédo até pH 4,8. As contagens
de microrganismos probiéticos foram realizadas no dia O e a cada 7 dias durante
o periodo de 28 dias utilizando os meios MRS-LP e MRS-M para BB-12 e LA-5
respectivamente. Os LF classificaram-se como probidticos conforme a
legislacdo, apresentando contagem de LA-5 acima de 6 Log UFC g, exceto o
LFC com 20% de polpa. As Bifidobacterium nao cresceram no meio MRS-LP nas
condicBes experimentais propostas. A partir da contagem dos LA-5, verificou-se
que, a adicdo das polpas favoreceu seu crescimento nos leites fermentados.

Palavras-chave: Produtos lacteos, probiéticos, vida de prateleira.

1. Introducéo

Alguns estudos sugerem que frutos e vegetais comumente consumidos
em todo o mundo representam excelentes fontes de compostos bioativos e seu
consumo tem sido associado com risco reduzido de desenvolver algumas
doencas metabolicas (Pinto et al., 2008). Os frutos nativos brasileiros,
particularmente, mostraram alta capacidade antioxidante in vitro e quantidades
expressivas de flavonoides e vitamina C, substéncias com potencial beneficio
para salde (GENOVESE et al., 2008).

M Probiéticos: viabilidade e saude
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O camu-camu (Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh) é um fruto que ocorre
nas margens de rios e lagos em toda a bacia AmazoOnica (ZANATTA,
MERCADANTE, 2007), sendo sua polpa usada para sucos, geleias e produtos
fermentados (AKTER et al., 2011 e Chagas et al., 2012). Em alguns paises, 0
camu-camu tem despertado grande interesse devido seu alto teor de acido
ascoérbico (YUYAMA, 2002), entretanto, por este motivo, seus frutos raramente
sao consumidos frescos (RIBEIRO et al., 2010).

O acai (Euterpe oleracea Mart.) recebeu especial atencdo devido a sua
alta atividade antioxidante e potencial como alimento funcional ou ingrediente
alimentar funcional. Estudos apontam que sua polpa tem maior absor¢cédo de
radicais de oxigénio do que qualquer fruta que tenha sido analisada pelo
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, sendo esta atividade
vinculada a sua composicéao de flavonoides (KANG et al., 2010).

Atualmente, a preocupac¢do com a saude e o bem-estar vem aumentando,
uma vez que o estilo de vida atribulado tem influenciado negativamente o estado
nutricional das populacdes. Assim, cresce a demanda por produtos que
oferecam beneficios nutricionais e que possuam funcdes bioldgicas positivas
(ESPINDULA; CARDOSO, 2010).

Apesar de o consumo de leites fermentados estar baseado por muito
tempo no iogurte tradicionalmente produzido com fermentos compostos de
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii spp.
bulgaricus, atualmente a tendéncia dos alimentos funcionais aponta para o uso
de probidticos, que atuam como agentes “biotecnoldgicos” e “terapéuticos”,
melhorando as caracteristicas do produto e promovendo efeitos benéficos nos
individuos que os ingerem (ANTUNES, 2001).

Os probidticos sédo definidos como "microrganismos vivos”, que quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a salde. Varios
critérios de selecdo sdo aplicados na triagem de novas estirpes de probioticos
qgque podem ser categorizados em trés grupos: seguros, funcionais e com
aspectos tecnoldgicos (PIMENTEL; MATTO, 2012).

Estes microrganismos pertencem ao grupo das bactérias acido-laticas e
de acordo com a resolugédo RDC n° 2, de 7 de janeiro de 2002, os probiéticos
sao classificados em Lactobacillus, Bifidobacterium e Streptococcus salivares,

sendo os dois primeiros mais empregados em produtos alimenticios e séo
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capazes de transformar quimicamente os alimentos, facilitando a digestibilidade
(Rocha, 2011). Os Lactobacillus e as Bifidobacterium tém sido isolados de todas
as porc¢des do trato gastrointestinal de humanos saudaveis, sendo que o local de
preferéncia para a colonizacao intestinal sao, respectivamente, o ileo terminal e
o cOlon (BIELECKA et al., 2002).

Os probidticos devem apresentar células viaveis em quantidades
adequadas no alimento durante toda a estocagem do produto, sendo a dose
diaria de consumo recomendada, de 108-10° Unidades Formadoras de Coldnia
(UFC), realizada através da ingestédo de 100 g de produto contendo 106 — 107
UFC/g ou mL (BRASIL, 2007).

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi estabelecer a contagem de
Bifidobacterium (BB-12) e Lactobacillus acidophilus (LA-5) em leites fermentados
com acai e camu-camu e verificar a influéncia da adicdo dessas frutas no
crescimento destes microrganismos durante 28 dias de armazenamento

refrigerado.

2. Materiais e Métodos
2.1. Obtencéao das polpas de fruta

A polpa de camu-camu foi obtida a partir de nove quilos de frutos
provenientes plantas localizadas nas proximidades do Rio Urubu, situado na
regido da Serra da Lua, municipio de Boa Vista - RR no més de maio de 2014,
proximo ao término da safra da cultura. Os frutos, integros e sem injurias foram
transportados ao local de despolpagem onde foram selecionados, lavados em
agua corrente para retirada de sujidades e higienizados em agua clorada a 200
partes por milhdo (ppm) durante 10 minutos. Em seguida foram despolpados
sem adicdo de agua e o produto obtido foi acondicionado em sacos plasticos
com capacidade de 1 litro. A polpa de acai foi adquirida em pomar particular
situado no municipio de Boa Vista - RR entre os meses de fevereiro e marco de
2014, totalizando cinco quilos referentes aos frutos presentes em trés cachos.
Os frutos foram selecionados considerando-se critérios de qualidade
relacionados a coloracdo da casca (roxa) e auséncia de danos e podriddes
visuais. Em seguida os frutos foram colocados de molho em agua a temperatura
de 50°C durante 45 minutos para posterior despolpagem e acondicionamento

em sacos plasticos com capacidade de 1 litro. Apds a despolpagem, as polpas



38

de camu-camu e acai foram transportadas para o Laboratério de Tecnologia de
Produtos Agropecuarios da Escola Agrotécnica da Universidade Federal de
Roraima (LTPA/EAgro), onde foram fracionadas em embalagens de 200 mL,
submetidas a pasteurizacéo a 95 °C durante 5 minutos e resfriadas até alcancar

temperatura de 19-22 °C para entdo serem congeladas a -18 °C.

2.2. Processamento dos Leites Fermentados

Os leites fermentados (LF) foram elaborados no LTPA/EAgro utilizando
leite UHT (Ultra High Temperature) padronizado em 3,0% de gordura, adicionado
de 8% de acucar, 4% de leite em p6 desnatado e culturas bacterianas probidticas
contendo Streptococcus termophillus, Bifidobacterium BB-12 (BB-12) e
Lactobacillus acidophilus (LA-5) (Bio Rich® Chr Hansen), sendo incubados em
estufa com circulacdo de ar a temperatura de 41 + 3 °C durante 4 horas. Em
seguida, os leites fermentados foram resfriados e mantidos a 12 + 2 °C durante
24 horas para entdo serem acrescentadas polpas de agai e camu-camu nas
concentracfes de 5%, 10%, 15% e 20%, atendendo aos limites estabelecidos
pela legislacdo brasileira, sendo denominados LFA (leites fermentados com
acai) e LFC (Leites fermentados com camu-camu). Em seguida, cerca de 50 + 2
g dos produtos foram acondicionados em embalagens de polietileno tereftalato
(PET) e mantidos sob refrigeracdo em temperatura de 4 + 2 °C durante 28 dias.
Além dos produtos fermentados adicionados de polpa de fruta, foram separados
e acondicionados leites fermentados naturais (LFNat), ou seja, sem adi¢cao de
polpa e nas mesmas condi¢cdes experimentais, para constituicdo do tratamento

controle.

2.3. Determinacéo do pH

Foram realizados nos leites fermentados em todas as concentragdes de
polpa, e nos respectivos tratamentos controles (LFA Nat e LFC Nat),
determinacdes de pH. Os produtos fermentados foram avaliados em triplicata no
dia O e a cada 7 dias durante um periodo de 28 dias seguindo recomendacdes
de IAL (2008).
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2.4. Contagem de Bactérias Probioticas

As contagens das culturas probiéticas foram realizadas em duplicata nos
leites fermentados nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 de estocagem, para verificar a
viabilidade das culturas no produto ao longo do periodo de avaliacao.

Para a contagem das colbénias de Bifidobacterium (BB-12), o 4gar MRS
(Man,Rogosa and Sharpe) (ACUMEDIA) foi modificado para dgar MRS-LP,
contendo 0,2% de cloreto de litio 0,3% de propionato de sédio. As placas com
meio foram incubadas utilizando jarras de anaerobiose e mantidas a 37 + 1°C
por 72 horas. Os resultados foram expressos em log unidade formadora de
coldnia por grama (log UFC g1) (VINDEROLA; REINHEIMER, 1999).

Para contagem dos Lactobacillus acidophilus (LA-5) foi utilizado o agar
MRS-M (Man, Rogosa and Sharpe — Maltose) (ACUMEDIA), uma vez que a
solucéo de maltose (NEON) adicionada ao meio permitiu apenas o crescimento
desse microrganismo. Apds a inoculacdo das bactérias, as placas foram
dispostas em aerobiose a 37°C por 72 horas e os resultados foram expressos
em log unidade formadora de col6nia por grama (log UFC g*) (VINDEROLA;
REINHEIMER, 1999).

Para os dados de pH e acidez titulavel foi estabelecido delineamento
inteiramente casualizado (DIC) em fatorial duplo 5 x 5 (5 teores de polpa x 5
periodos de avaliacdo), sendo submetidos a analise de variancia (ANOVA)
seguido de andlise de regressédo a 5% de significancia. Para as contagens de
microrganismos probioticos, foi estabelecido delineamento inteiramente
casualizado (DIC) em fatorial duplo 5 x 3 (5 teores de polpa x 3 periodos de
avaliacdo), sendo os dados submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido
do Teste de Tukey a 5% de significAncia utilizando o programa computacional
Sistema para Andlise de Variancia — SISVAR (FERREIRA, 2011).

3. Resultados e Discusséao

Tanto para o pH quanto para acidez titulavel (AT) verificou-se que a
interacéo teor de polpa x dias de armazenamento foi significativa a 5% de
probabilidade, assim como os efeitos simples dados pelo teor de polpa e dias de
armazenamento.

Observando as médias de pH dentro dos teores de polpa, verificou-se que

os resultados obtidos nos LFA e LFC reduziram significativamente (p < 0,05) de
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forma linear, conforme os teores de polpa foram aumentados, mostrando
influéncia das polpas nesta variavel. Considerando a influéncia da polpa de fruta
nos leites fermentados, observou-se menores valores de pH nos LFC em todos
os teores de polpa aplicados, quando comparados com os LFA. Estes resultados

se justificam devido a elevada acidez da polpa de camu-camu (Figura 1).
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Figura 1. Médias dos valores de pH em funcéo dos teores de polpa de acai e

camu-camu em leites fermentados.

Em relacéo a reducédo do pH no fim do periodo de estocagem de 28 dias,
verificou-se que os LFA apresentaram reducéo de (10,8%), enquanto nos LFC,
foram verificadas reducdes apenas nos LFC Nat e no LFC 5%, sendo observado,
em ambos os produtos, que as maiores reducdes se concentraram entre os dias
0 e 7 de avaliacdo. OLIVEIRA; DAMIN (2003), estudando diferentes teores de
soélidos e sacarose em leites fermentados, também verificaram maiores efeitos
de acidificacdo entre os dias 0 e 7 de avaliagdo, concordando com os resultados
apresentados neste trabalho.

Relacionando a acidificacdo dos leites fermentados de acai com a
contagem de Lactobacillus acidophillus (LA-5), pbéde-se observar que o
incremento no teor de polpa, favoreceu a reducdo dos valores de pH, nos LFA
15% e LFA 20%, onde as reducdes nas unidades formadoras de colonias (UFC
g') de LA-5 foram menores que nos LFA 5% e LFA 10%, apontando influéncia
positiva do acai desenvolvimento de bactérias probioticas. Para os LFC 10%,

LFC 15% e LFC 20% houve incremento significativo nos valores de pH,
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provavelmente relacionado decréscimo no nimero de unidades formadoras de
coldnia (UFC g?) de LA-5 na ordem de 5,4%, 2,27% e 1,92%, respectivamente,
promovendo reduc¢ao na acidificacao (Figura 2).

4,90 y (NAT) = 4,7934% - 0,045*x + 0,0011*x2
R2=0,8757
4,80
4,70 A y (5%) = 4,7509* - 0,0508* + 0,0015*x?
(A) R? = 0,9301
4,60
I 450 y (10%) = 4,7986* - 0,0602*x + 0,0017*x2
e . R2 = 0,9059
4.4
A0 u y (15%) = 4,7689* - 0,057*x + 0,0016*x2
4,30 R2=0,9328
4,20 y (20%) = 4,76* - 0,0567*x + 0,0015*x?
4,10 R2=0,9178
0 7 14 21 28

Periodos de avaliagdo
®LFANAT BLFA5% ALFA10% XLFA15% @LFA20%
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y (5%) = 4,452* - 0,0217*x + 0,0006*x?
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y (10%) = 4,13* + 0,0027*x
R2 = 0,9304

y (15%) = 3,8954* + 0,0106*x -0,0002*x?
R?=0,8825
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¢LFC NAT mLFC 5% ALFC10% XLFC 15% @LFC 20%

Figura 2. Valores de pH em (A) LFA e (B) LFC durante 28 dias de

armazenamento.

As contagens de microrganismos probiéticos nos LFC e LFA previam
contagens de LA-5 e BB-12, entretanto, o BB-12 n&do cresceu no meio MRS-LP
nas condi¢cbes estabelecidas por LAPIERRE et.al. (1992), portanto, os dados

referentes a este microrganismo ndo estdo apresentados na Tabela 1. Aléem
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disso, os resultados apresentam as contagens de LA-5 até o dia 14 em funcéo

de contaminacgédo fungica das amostras a partir do dia 18 de avaliacao.

Tabela 1. Contagem de Lactobacillus acidophilus (LA-5) em leites fermentados

com camu-camu e acai nos dias 0, 7 e 14 de avaliacéao.

Contagem LA-5em LFC Contagem LA-5em LFA (Log
Teor de (Log UFC g% UFC g7)
polpa Dias de avaliagéo Dias de avaliacdo

(%) 0 7 14 0 7 14
Nat 6,28 bB 6,72 aA 6,41 cA 6,28 cD 6,72bC 6,41 bC
5 6,35 aA 6,29 bC 6,01 cB 6,53 aA 6,15bB 6,50 bB
10 6,36 aC 6,02 bD 6,03 bB 6,42 aC 6,10 bD 6,28 bD
15 6,17 aE 6,03 bB 6,03 bB 6,21 bE 6,21 aA 6,59 aA
20 6,25 aB 6,11 bC 5,76 cC 6,47 aB 6,20 bD 6,35 bD

Obs.: Letras minusculas diferentes na mesma linha e mailsculas na mesma coluna
mostram diferenca significativa (p < 0,05) pelo Tukey a 5% de probabilidade. LFC: Leite
fermentado com camu-camu. LFA: Leite fermentado com acai. Nat: Leite Fermentado
sem polpa.

De acordo com a Instrucdo Normativa n® 46, de 23 de outubro de 2007 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) que estabelece
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados, as
contagens de bactérias laticas totais devem ser de no minimo de 6,0 Log UFC
g-* de leite fermentado. Nesse sentido, durante o periodo avaliado, apenas o LFC
a 20% no dia 14 de avaliacdo ndo apresentou contagens satisfatérias, enquanto
os demais produtos se classificaram como probioticos (Tabela 1).

No dia 0 de avaliacéao, verificou-se que as contagens de LA-5 nos LFC a
5% e 10% foram superiores as dos LFnat (sem polpa), mostrando efeito positivo
da polpa de camu-camu, provavelmente relacionado ao elevado de teor de acido
ascorbico presente naturalmente neste fruto. Dave e Shah (1997) verificaram
efetividade na adicdo de &cido ascorbico (0, 50, 150 e 250 mg/kg iogurte) em
eliminar oxigénio em iogurtes probioticos, favorecendo o crescimento destes
microrganismos, entretanto os efeitos se mantiveram apenas durante o0s

primeiros 15 dias.
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N&o foram avaliados os teores de vitamina C nos LFCs com diferentes
teores de polpa de camu-camu, entretanto pode-se verificar que o LFC a 5%
apresentou as menores reducoes (0,94%) nas contagens de probibticos entre 0s
dias 0 e 7 de armazenamento refrigerado, provavelmente relacionada a vitamina
C presente no leite fermentado nesta concentracéao de polpa.

Os LFC a 15% e 20% apresentaram contagens inferiores as do LF Nat
no dia O de avaliagcdo, mostrando efeito negativo destas concentracdes de polpa
de camu-camu nestes produtos. Este comportamento pode estar relacionado a
acidez exacerbada promovida pelo aumento do teor de polpa camu-camu
adicionada aos leites fermentados, comprometendo desta forma, o
desenvolvimento dos LA-5.

Entretanto se consideramos as contagens no dia 14, apenas o LFC a 20%
reduziu seus valores abaixo de 6,0 UFC g, concluindo que 20% de polpa
influencia negativamente o nimero de UFC g nos produtos, descaracterizando-
0s como probidticos. Segundo Kandler; Weiss (1986), os LA-5 admitem
variacbes entre valores de pH abaixo de 5,0 até 6,2, portanto estes
microrganismos foram influenciados negativamente pela adi¢do polpa de camu-
camu nesta concentragdo, uma vez que o pH no LFC de 20% situou-se entre
3,80 e 3,99.

Durante o periodo de avaliacdo, os LFA, em todas as concentracfes de
polpa, e o LFA Nat se mantiveram dentro do limite previsto no Padrdo de
Identidade e Qualidade de Leites Fermentados (PIQLF) (BRASIL, 2007).
Verificou-se no dia O de avaliagdo, que os LFA a 5%, LFA a 10% e LFC a 20%
mostraram contagens maiores que o LFA Nat, indicando efeito positivo da polpa
de acai.

No dia 7 de armazenamento, foram verificadas reducdes nas contagens
de Lactobacillus acidophilus em todos os LFA adicionados de polpa de acai,
seguidos por aumento no dia 14. Nos leites fermentados sem polpa de acai (LFA
Nat) observou-se comportamento contrario aos verificados para os leites
fermentados adicionados de polpa. Comportamento semelhante foi verificado
por Almeida et al. (2008) e Espirito Santo et al. (2010), que verificaram reducdes
seguidas de aumentos nas contagens de bactérias em iogurtes probioticos

contendo polpa de acai, durante os periodos avaliados.
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As reducdes nas contagens das bactérias laticas entre os dias 0 e 7 de
avaliagdo podem ser associadas as maiores taxas de acidificacéo neste periodo,
ou seja, reducao nos valores de pH. Quando os efeitos da acidificacdo foram
reduzidos apés o dia 7 houve aumento significativo no nimero de UFC g?,
revelando efeito negativo da acidificagdo no desenvolvimento destas bactérias.
A partir do dia 14, foi possivel verificar o efeito positivo do acai para as bactérias,
uma vez que as contagens de todos os leites fermentados adicionados de polpa
de acai aumentaram, enquanto no LFA Nat reduziram. Espirito Santo et al.
(2010), também avaliaram o efeito benéfico da polpa de acai, no dia 14 de
avaliacao, onde todos os iogurtes adicionados de polpa apresentaram contagens
superiores as dos iogurtes sem polpa.

A selecdo de estirpes acido-tolerantes € um principio de absoluta
importancia na obtencdo de resultados satisfatérios para a sobrevivéncia de
culturas probioticas em leites fermentados (MATTILA-SANDHOLM et al. 2002).
Além disso, a permeabilidade ao oxigénio das embalagens, aditivos alimentares,
minerais e a combinacdo de microrganismos também deve ser avaliada na

producdo destas matrizes alimentares.

4. Concluséo

Os leites fermentados com acai e com camu-camu atenderam a
legislacdo quanto as contagens de bactérias probidticas, sendo classificados
como produtos probioticos durante o periodo avaliado, com excecéo do LFC a
20%.

A partir da contagem dos Lactobacillus acidophilus (LA-5), verificou-se
que a adicdo das polpas de acai e camu-camu favoreceram o crescimento
destes microrganismos nos leites fermentados, sendo, portanto, excelentes
alternativas de enriquecimento de produtos lacteos com frutos nativos da

Amazobnia.
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