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DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE BEBIDA FERMENTADA
PROBIOTICA A BASE DE EXTRATO VEGETAL SABORIZADA COM POLPA
DE ACAI.

Joanna Tamashiro Ujlaki; Dirlei Diedrich Kieling

RESUMO

Os alimentos funcionais sao tradicionalmente aplicados de tecnologias
de tal forma a trazer beneficios a saude. Considerando a importancia dos
alimentos probidticos devido as suas propriedades funcionais para saude, bem
como a necessidade de pesquisas voltadas a encontrar fontes probioticas
alternativas, nao lacteas, o objetivo do presente estudo foi desenvolver e
avaliar as caracteristicas de uma bebida fermentada probidtica a base de
extrato de aveia, saborizada com polpa de acgai. Ao todo foram desenvolvidas 6
formulacdes com extrato de aveia (10 e 15% m/v) e variacées na cultura
probidtica (Lactobacillus casei e Lactobacillus acidophilus),onde a relacdo do
extrato de aveia e o probidético utilizado nas formulacdes foi em F1 (10% e
L.casei), F2 (15% e L.casei), F3 (10% e L. acidophilus), F4 (15% e L.
acidophilus), F5 (10% e L.casei e L. acidophilus), e por fim, F6 (15% e L.casei e
L. acidophilus), as mesmas foram desenvolvidas de modo que fosse possivel
avaliar a formulacdo que seria mais favoravel ao desenvolvimento de uma
bebida probiotica. Essas formulagdes foram sujeitas a analises fisico-quimicas
como pH, acidez, cinzas, solidos totais, solidos soluveis, lipidios, proteinas e a
contagem de Bactérias Acido Lacticas (BAL). Dentre as 6 formulacdes foi
escolhida a que apresentou melhor desempenho na contagem de BAL (F4),
com 956 + 0,03 log UFC/mL, para qual realizou-se as contagens de
Enterobactericeae, Bacillus cereus, bolores e leveduras e analise de
antocianinas na bebida pronta. Avaliou-se também a viabilidade do probiotico
na F4 apés 14 dias de armazenamento refrigerado. As bebidas apresentaram-
se acidas, com pH < 45, e teor de proteina proximo ao do leite
(aproximadamente 2,9%). A F4 apresentou contagens de Bacillus cereus e
bolores e leveduras acima dos limites estabelecidos, sendo necessario ajustes
no processamento da bebida para alcancar padrées microbiolégicos préprios
para consumo. O teor de antocianinas foi de 158,64 + 9,45 mg cianidina-3-
glucosideo/L, evidenciando o potencial antioxidante da bebida com acai. A
bebida manteve seu potencial probidtico ao longo de 14 dias em refrigeracao,
apresentando ainda contagens satisfatérias de BAL apos este periodo, sendo
de 1,22 + 0,25 x10".

Palavras-chave: Probidticos; Alimento funcional; Lactobacillus acidophilus;
Lactobacillus casei.



DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF A FERMENTED DRINK
BASED ON VEGETABLE EXTRACT FLAVORED WITH ACAI PULP.

Joanna Tamashiro Ujlaki; Dirlei Diedrich Kieling

ABSTRACT

Functional foods are traditionally modified in such a way as to provide
health benefits. Considering the importance of probiotic foods due to their
functional properties for health, as well as the need for external research to find
alternative, non-dairy, probiotic sources, the objective of the present study was
to develop and evaluate the characteristics of a fermented probiotic drink based
on oat extract, flavored with acai pulp. In total, 6 formulations were developed
with different proportions of oat extract (10 and 15% w/v) and variations in the
probiotic culture (Lactobacillus casei and Lactobacillus acidophilus), where the
relationship between the oat extract and the probiotic used in the formulations
was in F1 (10% and L.casei), F2 (15% and L.casei), F3 (10% and
L.acidophilus), F4 (15% and L.acidophilus), F5 (10% and L.casei and
L.acidophilus) and finally, F6 (15% and L.casei and L.acidophilus), they were
developed so that it was possible to evaluate the formulation that would be most
favorable to the development of a probiotic drink. These formulations were
subjected to physical-chemical analyzes such as pH, acidity, ash, total solids,
lipids, proteins and the count of Lactic Acid Bacteria (LAB). Among the 6
formulations, the one that presented the best performance in the BAL count
(F4) was chosen, with 956 + 0,03 Log CFU/mL, for which counts of
Enterobactericeae, Bacillus cereus, molds and yeasts and analysis of
anthocyanins in the finished drink. The probiotic is also predicted to be present
in F4 after 14 days of refrigerated storage. The drinks were acidic, with a pH <
4.5, and a protein content close to that of milk (approximately 2,9%). F4
presented counts of Bacillus cereus and molds and yeasts above the
established limits, requiring adjustments in the processing of the drink to
achieve microbiological standards suitable for consumption. The anthocyanin
content was 158,64 £ 945 mg cyanidin-3-glucoside/L, demonstrating the
antioxidant potential of the acai drink. The drink maintained its probiotic
potential over 14 days in refrigeration, still presenting satisfactory BAL counts
after this period.

Keywords: Probiotics; functional food; Lactobacillus acidophilus; Lactobacillus
casel.
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1 INTRODUGAO

A procura por produtos funcionais e a busca por um estilo de vida mais
saudavel tem exigido que pesquisadores desenvolvam novos tipos de produtos de
maneira que agrade aos consumidores e que atenda a alegacdo de alimento
funcional. Através de Salgado (2017), os alimentos funcionais sao compostos de
substancias naturais as vezes em alta concentracao ou presentes em alimentos que
nao as supririam, além disso, possuem efeitos positivos, o que pode aumentar o
bem-estar e a saude ou reduzir o risco de doencas, promovendo beneficios a saude
e aumentando a qualidade de vida, agregando nos desempenhos fisico, psicoldgico
e comportamental. Seus efeitos nao curam, porém, podem auxiliar na prevencao de
determinadas patologias, sendo elas, cancer, diabetes, hipertensdo, mal de
Alzheimer, doencas osseas, cardiovasculares, inflamatorias e intestinais.

A Resolucao n® 2 de 07/01/2002, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), descreve alimento funcional como “todo alimento ou ingrediente
que, além das funcdes nutricionais basicas, quando consumido na dieta usual,
produz efeitos metabdlicos e/ou fisiolégicos benéficos a saude, devendo ser seguro
para consumo sem supervisdo médica”. Ja a Functional Food Science in Europe
(Fufose, 2001) definiu os alimentos funcionais como aqueles que “demonstraram
satisfatoriamente afetar de forma benéfica uma ou mais fung¢des-alvo do corpo, além
dos efeitos nutricionais proprios, de forma que sejam relevantes para um melhor
estado de saude e bem-estar ou para a reducao dos riscos de doencas”.

Cerca de 60% dos alimentos funcionais trazem beneficios e melhorias para
a saude digestiva, no qual possuem probidticos e prebidticos que exercem suas
funcoes na via intestinal do ser humano, através de mecanismos de acio distintos
(BINNS, 2014).

O termo probidtico quer dizer “para vida” e é atribuido aos microrganismos
que proporcionam beneficios para a saude de humanos e animais (FAO/OWH,
2006). Segundo Moreira (2019), o consumo de produtos probidticos ajuda a regular
a flora intestinal, bem como propicia beneficios ao sistema imunolégico, resisténcia
gastrointestinal a colonizacdo por patégenos, além de aumentar a absorcdo de
minerais e vitaminas.

Geralmente os probidticos estao relacionados a produtos lacteos, como
iogurtes e bebidas lacteas fermentadas, que incluem em sua composi¢cdo, dentre os

principais géneros microbianos, Lactobacillus e Bifidobacterium (GALLINA et al.,
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2012; KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008). Nestes produtos, os probidticos contribuem
com o proprio processo de elaboracao, conferindo caracteristicas sensoriais através
da fermentacao da lactose. Alem dos produtos funcionais de base lactea, os cereais
se mostraram uma alternativa para a producao de alimentos deste tipo. Eles podem
ser utilizados como substrato fermentescivel para crescimento de microrganismos
probiéticos e podem, ainda, apresentar oligossacarideos com potenciais
propriedades prebidticas. De acordo com Ranadheera et al., (2017) produtos de
soja, a base de cereais, sucos de frutas e vegetais, além de produtos fermentados
de carne e peixe podem ser considerados os principais alimentos probiéticos nao
lacteos disponiveis no mercado atualmente.

O termo prebidtico € definido como “ingredientes seletivamente fermentados,
que resultam em alteragdes especificas na composicao e/ou atividade da microbiota
gastrointestinal, proporcionando beneficios para a saude do hospedeiro” (GIBSON et
al., 2010). Segundo Ramirez (2017) alguns tipos de prebidticos sdo galacto-
oligossacarideos, xilo-oligossacarideos, fruto-oligossacarideo, inulina, fosfo-
oligossacarideo, isomalto-oligossacarideos, isomalto-oligossacarideos, lactulose e
pectina.

A composicao quimica e estrutural do grao da aveia € unica entre os cereais,
o que |he confere aptidao para uso na alimentacdo humana. Segundo Mendonga et
al., (2009), no que se refere aos cereais, a aveia e cevada sao 0s que possuem o
maior teor de B-glucanas, tendo em média de 3-7% e 3-11% respectivamente, sendo
estas importantes fibras alimentares. De acordo com Angelov et al, (2018) as
bebidas fermentadas a base de aveia sdo consideradas funcionais devido ao efeito
simbidtico das culturas starter probiéticas e as fibras prebidticas de B-glucana. Essa
fibra provou reduzir o colesterol no sangue e a absorgcao de glicose no intestino.
Além das fibras, a aveia é rica em proteinas, polissacarideos, minerais como
magneésio, ferro, manganés, cobre e zinco e vitaminas B1 e B5. Ao reduzir o
colesterol do sangue, a aveia previne doencas do coracdo e € considerado um
alimento funcional, sendo sua composicdo quimica e qualidade nutricional altas e
superiores a dos demais cereais.

O acai também é considerado um alimento rico em fibras, auxiliando no
transito intestinal, tendo em vista que as fibras promovem um sistema digestivo
saudavel (ROCHA et al., 2015). Souza e Bahia (2010) afirmam que além do fator

historico e socioecondmico, o agai se mostrou um produto em alta e de grande
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destaque nutricional por ser fonte de vitaminas, como E e B1, bem como rico em
lipidios. Segundo Nascimento et.al, (2008), o dleo de acai apresentou altos teores
de acidos graxos insaturados, variando de 68% a 71%. Dentre os acidos graxos
insaturados, o acido oleico e o acido palmitico sdo os mais abundantes, destacando
este fruto em uma condigao atraente para o mercado de alimentos, aléem de fonte de
minerais como ferro e fosforo e antioxidantes. Bernaud e Funchal (2011), verificaram
a importante atividade antioxidante do acai, a qual € quase totalmente atribuida as
antocianinas, e afirmam que esta classe de flavonoides se destaca por seus efeitos
protetores contra muitas doencas, principalmente doencas cardiovasculares e
cancer. As antocianinas sdo compostos hidrossoluveis que, além de conferir
capacidade antioxidante, sao responsaveis pela cor vermelha escura caracteristica
da polpa do acai. Segundo Portinho et al. (2012) as principais antocianinas
presentes na polpa do acai sao cianidina-3-glucosideo, cianidina-3-rutinosideo,
perlagonidina-3-glucosideo, cianidina-3-sambiosideo, peonidina-3-glucosideo, e
peonidina-3-rutinosideo.

Segundo Batista et al. (2020), a intolerancia a lactose atinge em torno de
65% a 75% da populacdo mundial, apresentando assim, uma predominancia distinta
entre as populacoes, sendo de 80 a 100% em indigenas americanos e asiaticos, 60
a 80% dos negros e latinos e entre 2 a 15% dos descentes do norte europeu.

De acordo com Mattar e Mazo (2010), a ma absorcdo ou ma digestao de
lactose consiste na reducao da capacidade do organismo de hidrolisar a lactose, que
€ resultante da hipolactasia. A hipolactasia significa diminuicdo da atividade de
enzima lactase na mucosa do intestino delgado, conhecida também como lactase
nao persistente. Os sintomas tipicos incluem dor abdominal, sensacao de inchaco
no abdome, flatuléncia, diarreia, borborigmos e, particularmente nos jovens, vomitos.

Além disso, a Sociedade Vegetariana Brasileira (SVB, 2018) estima que
14% dos brasileiros se declaram abertamente vegetarianos e/ou veganos e 55% dos
brasileiros consumiriam mais produtos veganos se estivesse indicado na
embalagem.

Assim, por conta do elevado numero de pessoas com intolerancia a lactose,
alergia a proteina do leite e até mesmo daquelas que optaram pelo vegetarianismo
ou veganismo, a procura por bebidas de base vegetal aumentou consideravelmente.

Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi desenvolver e avaliar as
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caracteristicas de uma bebida fermentada probidtica e prebidtica a base de extrato

de aveia, saborizada com polpa de acai.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAS-PRIMAS E INGREDIENTES

A aveia em flocos integral (Nestlé) e o acucar refinado foram adquiridas em
um mercado local de Jandaia do Sul. O concentrado proteico de ervilha (85% de
proteina) foi obtido em loja de produtos naturais (Growth). A polpa de acai 100%
natural (Polpa Norte) foi adquirida em um mercado de Sao Bernardo do Campo-SP.
Os probiéticos Lactobacillus casei e Lactobacillus acidophilus (10° UFC em cada

capsula) foram obtidos em farmacia de manipulacéo.

2.2 OBTENCAO DO EXTRATO DE AVEIA

A obtencao do extrato hidrossoluvel de aveia foi baseada na metodologia de
Dezideiro (2019) com algumas modificagées quanto a proporcao de aveia. Desta
forma, definiu-se avaliar as proporcées de 15 g aveia/100 mL agua e de 10 g
aveia/100 mL agua. Apos a pesagem, foi realizada a trituracao da aveia em flocos
integral com agua potavel filtrada em temperatura ambiente (25°C) por 2 minutos em
um liquidificador doméstico para obter-se uma mistura homogénea. Posteriormente
foi realizada a filtracao em malha de organza para separacao do extrato e do residuo

solido.
2.3 PREPARO DA BEBIDA
Para o preparo da bebida, foi desenvolvido um planejamento experimental

com seis formulacdes do extrato hidrossoluvel de aveia e do probiotico, conforme

TABELA 1. As formulacdes foram preparadas em duplicata.
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TABELA 1 - FORMULAGCOES DA BEBIDA VEGETAL FERMENTADA A BASE DE
EXTRATO DE AVEIA.

FORMULACAO EXTRATO CONCENTRADO POLPA PROBIOTICO'
DE AVEIA PROTEICO DE DE ACAI

ERVILHA

F1 10% (m/v) 34 20g L. casei
100 mL

F2 15% (m/v) 39 20g L. casei
100 mL

F3 10% (m/v) 39 20g L. acidophilus
100 mL

F4 15% (m/v) 39 2049 L. acidophilus
100 mL

Fo 10% (m/v) 69 40 ¢ L. casei + L.
200 mL acidophilus

F6 15% (m/v) 6g 40 g L. casei+ L.
200 mL acidophilus

FONTE: A autora (2023)

' Foi adicionado uma capsula de cada probiético em cada formulagéo.

Inicialmente, foram preparados os extratos de aveia 10% e 15% para as
formulagdes das bebidas, conforme indicado na TABELA 1. A quantidade de acai foi
definida por meio de testes preliminares. A quantidade de concentrado de ervilha foi
estimada de modo que as bebidas apresentassem em torno de 3% de proteina (teor
proteico médio do leite bovino). O calculo foi realizado com base nos teores de
proteina informado no rétulo do concentrado de ervilha (85%) e no teor médio de
proteina de extratos de aveia (1,05 a 2,04 %) encontrados na literatura (DEZIDEIRO
2019; ALMEIDA et al. 2020). A cada uma das formulagdes adicionou-se também
sacarose (10 g/100 mL), conforme indicado por Costa et al. (2017). Todos os
ingredientes foram misturados em liquidificador doméstico em velocidade alta por 2
minutos.

Apods obter-se uma mistura homogénea, separou-se uma amostra de cada

bebida para determinar o pH inicial (antes da fermentacao). A seguir, todas as
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formulagdes foram pasteurizadas a 85°C durante 30 min e em seguida resfriadas em
agua fria até atingir a temperatura de 45°C.

A seguir, procedeu-se a inoculacido, sendo utilizada uma capsula de cada
probidtico de acordo com a formulagao da bebida (TABELA 1). As capsulas de cada
cultura probiotica foram abertas assepticamente, e inseridas no frasco de cada
formulagao. A seguir, foram acondicionados em uma estufa de incubacao para
realizacao do processo de fermentacao por 48 h a uma temperatura de 42°C £ 5°C
(COSTA et al,, 2017).

Cada uma das seis formulacoées do extrato vegetal foi avaliada quanto a
contagem de bactérias acido laticas (BAL) para escolha da melhor formulacao para
o desenvolvimento da bebida probiética. As mesmas formulagdes tambem foram
analisadas quanto a composigao (umidade, sdlidos totais, soélidos soluveis, minerais
totais, proteina e lipidios), acidez e pH.

A bebida fermentada obtida, preparada a partir da formulagido escolhida, foi
analisada em relagdo as suas caracteristicas microbiolégicas e teor de antocianinas.
Foi também avaliado o potencial probiético da bebida pronta, por meio da contagem
de bactérias acido lacticas (BAL), apés 14 dias de armazenamento refrigerado (5 +
1°C).

2.4 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Para a producdo e elaboracido de alimentos, € de suma importéncia a
realizacao de analises fisico-quimicas para averiguar a qualidade do produto. Para a
realizacao destas analises usou-se o proposto pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).
Com isso, determinou-se o teor de umidade, soélidos totais (ST), solidos soluveis

(SS), cinzas totais, nitrogénio total e proteina, lipidios, pH e acidez titulavel.

2.4.1 Teor de umidade, sélidos totais e solidos soluveis

Para a determinacao de umidade e sodlidos totais utilizou-se a secagem em
estufa a 105°C durante 24 horas.
Para determinar o teor de soélidos soliveis utilizou-se um refratotmetro e a

leitura foi realizada em porcentagem de solidos soluveis (°Brix).
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2.4.2 Cinzas totais

As cinzas foram obtidas através da incineracao na mufla, em temperatura de
550°C, em torno de 3 a 4 horas. Para isso utilizou-se 3 g de amostra em cadinhos

previamente preparados.

2.4.3 Nitrogénio total e proteina

A determinacao de proteina baseou-se na determinacao de nitrogénio total,
realizada através do processo de digestao de Kjeldahl. Este método baseia-se em
trés etapas: digestdo, destilacdo e titulacdo. A matéria orgénica € decomposta e o
nitrogénio existente € transformado em amoénia. Levou-se em consideragao o fator
de 6,25 para transformar o numero de g de nitrogénio encontrado em numero de g
de proteinas, tendo em vista que o conteudo de nitrogénio das diferentes proteinas é
de aproximadamente 16%. Para o procedimento da digestao utilizou-se 0,25 g da

amostra.

2.4.4 Lipidios totais por extragdo com solvente a quente

Para a obtencdo da fracao lipidica desejada e para garantir uma melhor
eficiéncia de extracdo de lipidios totais, utilizou-se as amostras resultantes do
processo de retirada de umidade. O método empregado foi extracdo com solvente a
quente em extrator Goldfish Lucadema®. O método € baseado em trés etapas:
extracdo da gordura de cada amostra com solvente éter de petréleo (90%),

eliminacio do solvente por evaporacao e quantificacao por pesagem.
2.4.5 Determinacao do pH

O pH foi medido atraves de um pHmetro de bancada e, para isso, utilizou-se
10 mL de cada amostra. Para a calibragao do equipamento foi usado solucdes

tampaode pH4,0e 7,0.

2.4.6 Acidez titulavel
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Esta etapa baseou-se na titulacdo de 10 mL de amostra de cada
formulacdo sendo usada uma solucdo de hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 N e trés
gotas de fenolftaleina como indicador. Assim, o resultado foi expresso em % de

acido lactico.
2.4. 7 Antocianinas

Para a determinacao de antocianinas, utilizou-se o método proposto por
Ribeiro (2016), onde o conteudo total de antocianinas dos extratos foi determinado
pelo método de pH diferencial, onde foram utilizadas solucdes tampodes de cloreto de
potassio (0,025 mol. L, pH 1,0) e tamp3o acetato de sédio (0,4 mol. L, pH 4,5).
Com isso, foi separado em torno de 10 mL de cada amostra, as quais foram
centrifugadas a 5000 rpm durante 15 minutos. Apos a centrifugacao foram tomados
200 pL do sobrenadante, os quais foram misturados com 3800 uL de cada solugao
tampao. Por fim, a absorbancia foi medida através de um espectrofotdmetro com
comprimentos de onda de 510 nm e 700 nm.

A partir disso, foi realizado o calculo para determinacdo de antocianinas
totais, conforme mostra a EQUACAQ (1).

Abs. - Abs_ x 1P x PM X Id

o 700 pH | 0 cignidma-3-glicosideo

AT = - |x100
€

2.5 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Para saber qual formulacdo se apresentou com melhor desempenho, foi
realizada a contagem de bactérias acido lacticas (BAL). Apds a escolha da melhor
formulacado, esta foi preparada novamente e, com isso, foram feitas contagens de
Enterobacteriaceae, Bacillus cereus e bolores e leveduras, para verificar o
atendimento aos padrdes microbioldgicos estabelecidos pela Instrucdo Normativa N°
161 de 1 de julho de 2022 (BRASIL, 2022). Foi também realizada novamente a

contagem de BAL apos 14 dias de armazenamento a 5 + 1°C, sendo assim, possivel
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analisar a performance da cepa probidtica em relagcdo ao tempo de armazenamento

em refrigeracao.

2.5.1 Contagem de bactérias acido lacticas (BAL)

Para esta etapa, seguiu-se o método proposto por Silva et al. (2017), assim,
a contagem de BAL (UFC/mL) foi determinada em agar de Man Rogosa & Sharpe
(MRS), através da técnica de plagueamento em profundidade, utilizando uma
sobrecamada do mesmo meio, para garantir condigées microaerdofilas, finalizada por

incubacao posterior das amostras a 35 °C por 72 h.

2.5.2 Contagem de Enterobacteriaceae e Bacillus cereus

As contagens de Enterobacteriaceae (UFC/mL), foram realizadas conforme
Assuncao et al. (2008) com algumas modificacdes, assim, utilizou-se o meio VRBG,
plagueamento em superficie com incubacao a 35°C por 24 horas.

Para as contagens de Bacillus cereus (UFC/mL), realizou-se os
procedimentos conforme descrito por Costa et al. (2017), onde utilizou-se o Agar
Manitol Gema de Ovo Polimixina (MYP), plagueamento em superficie espalhando

com alga de Drigalsky e incubacgao a 35°C por 24 horas.

2.5.3 Contagem de bolores e leveduras

Para a avaliacao dos bolores e leveduras (UFC/mL) seguiu-se a metodologia
de Kieling, Barbosa-Canovas e Prudencio (2019), pela determinacao em agar batata
dextrose, com uso da técnica de plaqueamento em superficie, seguido de incubacao
a 25 °C por 5 a7 dias.

2.6 ANALISE ESTATISTICA
Os resultados obtidos para teor de solidos soluveis e solidos totais, cinzas,

proteina, lipidios, pH, acidez titulavel em acido lactico e contagem de BAL, foram

submetidos a Analise de Varidncia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05). As analises
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estatisticas foram realizadas com auxilio do programa Statistica 7. A média e desvio

padrao foram calculados com uso do Excel®©, versao 2019.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS FORMULACOES DA BEBIDA
FERMENTADA

No que se refere as analises fisico-quimicas, estas foram realizadas em
duplicata para as seis formulacées desenvolvidas com extrato de aveia, concentrado
proteico de ervilha e agai. Os resultados alcancados (g) estao retratados na TABELA

2 de acordo com a meédia e desvio padrao.

TABELA 2 - ANALISES FiSICO-QUIMICAS PARA AS FORMULACOES DE BEBIDA
FERMENTADA A BASE DE EXTRATO AVEIA.

Parametros F1 F2 F3 F4 F5 F6

Umidade (%) 84,37+ 81,84+% 84,55 + 8254 + 84,88 + 82,10 +
0,242 0,20° 0,39° 0,09° 0,07° 0,01°

ST (%) 1563+ 18,16+ 15,45 + 17,46 + 15,12 ¢ 17,90 +
0,24° 0,218 0,39° 0,09° 0,07° 0,012

Cinzas (%) 0,30+ 0,33 0,29 + 0,35+ 0,29 + 034+
0,13? 0,03? 0,032 0,03? 0,012 0,03?

Proteinas 2,83+ 3,06 + 261+ 2,96 + 2,49 + 0° 299+
(%) 0,332 0,122 0,04° 0,05° 0,08?
Lipideos (%) 0,75+# 0,58 + 0,59 + 0,85+ 0,85 + 075+
0,242 0,042 0,20° 0,09? 0,112 0,122

Acidez (% 0,64 + 0,78 £ 0,88 + 117 + 0,79 + 0,85+
acido latico) 0,01° 0,02° 0,13° 0,017 0,10° 0,02°
pH' 455+ 425+ 4,05+ 3,62+ 3,67 % 372+
0,01° 0,28° 0,49° 0,257 0,157 0,04°

SS(°BRIX) 1263+ 13,75% 12,00 + 1488+ 1175+0° 11,38+%
0,53® 0,71% 0,71° 0,88° 0,53"

FONTE: A autora (2023).
Letras diferentes na mesma linha correspondem a diferenga significativa pelo teste
de Tukey (p < 0,05). 1pH inicial das formulac¢des = 6,39 + 0,02.
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Através das analises de caracterizacado fisico-quimica das formulagdes,
nota-se que em relacao ao teor de umidade, houve diferenca significativa entre as
amostras. Esse alto valor se da pelo fato de a polpa de acai possuir em media
88,7% de umidade, segundo a Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos
(TACO). De acordo com Furtado e Ferraz (2007) o teor de umidade € uma das
principais determinacdes analiticas realizadas a fim de verificar padrdes de
identidade e qualidade em alimentos. Este paradmetro esta diretamente ligado ao
tempo de vida deste produto, tendo em vista que teores elevados de umidade
acelera a deterioracao do alimento

Em relacdo ao teor de solidos totais, também se observou diferenca
significativa entre as formulacoes. Essas diferencas nos resultados de umidade e ST
sao explicadas pelas diferentes concentracdes do extrato de aveia utilizado nas
bebidas, enquanto para F2, F4 e F6 o extrato possui 15% (m/v), para F1, F3 e F5
possui 10% (m/v). Nas analises de Almeida et al. (2020), a composicao centesimal
mostra um teor de 10,09% de sodlidos totais no extrato de aveia. A bebida
fermentada em questao foi complementada com mais ingredientes do que no estudo
abordado, sendo assim, a quantidade de solidos totais tende a aumentar e, desse
modo, este parametro ficou entre 15,12% e 18,16%.

No que se refere a analise de cinzas, nao houve diferenca significativa entre
as amostras. Por se tratar de um extrato de aveia, ocorre uma perda significativa de
residuos solidos, sendo assim, a quantidade de cinzas variou de 0,29% a 0,34%. De
acordo com Heiden et al. (2014) o teor de cinzas encontrado no floco de aveia foi de
1,7%, enquanto o valor encontrado por Bayer (2019) foi de 0,095% no extrato de
aveia. A partir da TACO (2011) foi possivel verificar que a polpa de acai possui um
teor de cinzas de 0,3%. Sendo assim, era esperado que o teor de cinzas da bebida
nao fosse muito elevado.

Ja referente a quantidade de proteinas presentes, verificou-se que nao
houve diferenca significativa entre as amostras. No estudo realizado por Bayer
(2019), o extrato de aveia apresentou um teor de 0,927% de proteinas. O baixo teor
de proteinas encontrado no extrato de aveia pode estar relacionado a baixa
solubilidade das suas proteinas em agua ou a interferéncia da concentracao de
lipideos na solubilidade das proteinas. Desta forma, devido ao baixo teor proteico do

extrato de aveia, foi adicionado concentrado proteico de ervilha para tentar
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aproximar o teor proteico da bebida de base vegetal elaborada com o do leite bovino
(minimo de 2,9%). Este intuito foi alcancado.

Para o teor de lipidios, € possivel observar que nao houve diferenca
significativa entre as amostras. Segundo dados obtidos por Minighin (2019) o
percentual de lipidios obtido na polpa meédia de acai roxo foi de 6,57%. Por sua vez,
Almeida et al. (2020) obteve um valor de 1,87% no extrato de aveia. Os baixos
percentuais encontrados neste trabalho se explicam pelo fato de ter sido adicionada
uma fragao pequena de polpa de acai (20g/100mL) na elaboracao da bebida, além
de outros ingredientes, reduzindo assim, o teor de lipidios na bebida ja pronta.

No que se refere a acidez titulavel, foi observada diferenca significativa entre
as formulagdes. De acordo com Silva (2019) este parametro indica a quantidade de
acidos organicos contidos na amostra. Dentre as amostras analisadas, a menor
acidez titulavel foi verificada para F1 em comparagao as demais. Em uma pesquisa
realizada por Thamer e Penna (2006) foi possivel observar que quanto maior o
percentual de solidos soluveis em bebidas lacteas funcionais fermentadas por
probidticos e acrescidas de prebiotico, maior foi a acidez titulavel. Pode-se observar
que a formulacao F4, com maior teor de sélidos soluveis, apresentou a maior acidez
titulavel, o que deve ser decorrente do préprio processo fermentativo (fermentacao
lactica), talvez mais intenso nesta formulacdo, no qual ha conversao de agucares
fermentesciveis em acidos organicos, primordialmente acido lactico.

O pH €& um pardmetro que merece atencao, isso porque, de acordo com a
Portaria n® 27, de 13 de janeiro de 1998 da Anvisa, o pH de bebidas ndo deve
ultrapassar 4,5, pois, acima deste, podem favorecer o crescimento de Clostridium
botulinum durante o armazenamento em auséncia de oxigénio (BRASIL, 1998). Nas
formulacdes desenvolvidas pode-se observar por meio do pH que as bebidas se
mantiveram acidas variando de 3,62 a 4,55, nao havendo diferenca significativa
entre elas. Assim, através dos resultados obtidos neste estudo, os niveis de pH
estao de acordo com a legislacao brasileira.

Segundo Silva et al. (2022) o teor de sdlidos soluveis (°BRIX) & utilizado na
industria de alimentos para determinar os teores aproximados de acucares em
frutas, sucos de fruta, vinhos, bebidas em geral, bem como em outras solucées. O
teor de solidos soluveis € uma importante caracteristica a ser analisada em frutas e
seus derivados sendo usado, para padronizacao, indice de maturidade, dogura e

quantidade de substancias que se encontram dissolvidas, sendo importante essa
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mensuracao para melhor avaliacdo da qualidade das frutas in natura, e dos produtos
derivados. De acordo com a Instrucdo Normativa n° 01, de janeiro de 2000 (BRASIL,
2000), na qual fixa padroes de identidade e qualidade para sucos de frutas, o acai
deve apresentar, em relacado ao °Brix, de 8% a 14%.

O principal ingrediente a contribuir para os valores de SS da bebida foi o
acucar (10 g) e, em segundo lugar, a polpa de acai (20 g). As variagcdées encontradas
devem-se aos solidos soluveis provenientes do extrato de aveia, o qual foi

preparado em diferentes proporgdes (m/v), e do concentrado de ervilha.

3.2 ANALISE MICROBIOLOGICA DAS FORMULACOES DA BEBIDA
FERMENTADA

A TABELA 3 apresenta as contagens de bactérias acido-lacticas obtidas
através das analises microbiolégicas das 6 formulacbes de bebida fermentada
previamente preparada com extrato de aveia, concentrado proteico de ervilha e

polpa de acai.

TABELA 3 - CONTAGEM DE BAL PARA AS FORMULACOES DE BEBIDA
FERMENTADA A BASE DE EXTRATO AVEIA.

Formulagoes BAL (Log UFC/mL)
F1 6,39 £ 0,23°
F2 5,84 + 0,51°
F3 7,87 £ 0,04
F4 9,56 + 0,03°
F5 8,82 + 0,27°
F6 8,87 + 0,05

FONTE: A autora (2023). BAL = Bactérias acido lacticas.
Letras diferentes na mesma coluna correspondem a diferenca significativa
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A partir das analises microbiologicas, notou-se diferenca significativa na
contagem de BAL para as 6 formulacdes produzidas. Para que os alimentos possam
ser classificados como funcionais € necessario que a sobrevivéncia das bactérias

probidticas alcancem a contagem minima necessaria de 10° UFC/mL (BAU;
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GARCIA; IDA, 2014), desta forma todas as formulacées podem ser consideradas
viaveis, mas a vida util podera ser curta inviabilizando a producdo comercial. Por
outro lado, Terhaag et al. (2020) apontam um consumo diario minimo de 10%-10°
UFC do microrganismo probiotico para se obter o efeito benéfico e cita que fatores
como composicado da matriz alimenticia, forma de processamento, temperatura,
dentre outros, afetam a viabilidade da cultura probidtica.

No que se diz respeito a escolha da melhor formulacdo para o
desenvolvimento da bebida probidtica, considerou-se a F4, a qual apresentou o
maior valor de contagem para BAL (9,56 t 0,03 log UFC/mL), destacando-se que
nesta formulacao utilizou-se extrato de aveia 15% (m/v) e apenas o Lactobacillus
acidophillus como probiético, o qual demonstrou melhor desempenho comparado
com o L. casei. A associagao do L. acidophillus com o L. casei, por sua vez (FS e
F6), nao evidenciou resultado favoravel, pelo contrario, ha evidéncias de que pode
ter ocorrido competicdo entre ambos uma vez que o L. acidophillus sozinho atingiu
maiores contagens (F4).

No geral, quando é feito o uso de culturas probidticas em certos alimentos, o
mesmo necessita de um significativo periodo de fermentacao até atingir valores de
pH baixos (pH < 4,5). De acordo com Smid e Kleerebezem (2014) a principal
aplicabilidade das BAL nas industrias, se da pelo fato de a fermentacao dos
alimentos estar relacionada ao curto tempo de acidificacdo da matriz alimentar,
causado pela rapida conversao de carboidratos fermentesciveis em acido lactico.
Assim, a rapida acidificacado e o rapido consumo de acgucares fermentesciveis sao
dois fatores que resultam a vantagem competitiva dessas bactérias em ambientes
ricos em nutrientes, tudo isso esta relacionado as matérias-primas, podendo elas ser
de origem animal ou vegetal. O tempo de fermentacao das bebidas desenvolvidas
foi de 48 horas. Desta forma, a F4 foi a que obteve a maior acidez titulavel,
mostrando uma fermentacdo mais efetiva, tendo em vista o maior desenvolvimento
do probidtico, no mesmo periodo de tempo.

Segundo Leroy e Vuyst (2004) a rapida acidificacao da bebida e a producao
de acido lactico, etanol, compostos aromaticos, bacteriocinas, exopolissacarideos e
enzimas aumentam o prazo de validade e a seguranca do produto, além de
favorecer para um perfil sensorial agradavel. Para Smid e Kleerebezem (2014), o
baixo pH e uma determinada concentracdo de acidos organicos demonstram uma

maior durabilidade de produtos alimentares fermentados com as bactérias acido
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lacticas, alem disso, as BAL nao influenciam apenas na validade do produto, mas a
matriz alimentar conduz a producao de outras funcionalidades como, textura, valor

nutricional e aroma.

3.3 CARACTERIZACAO DA BEBIDA PROBIOTICA SABORIZADA

Os resultados das analises microbiolégicas da bebida probidtica pronta (F4),

saborizada com polpa de acai, sdo apresentados na TABELA 4.

TABELA 4 — CONTAGEM DE MICRORGANISMOS PARA A BEBIDA PROBIOTICA
SABORIZADA COM POLPA DE ACAI.

Microrganismo Contagem (UFC/mL)
B. cereus 8,5x10° + 9,19
Enterobacterieae 1,0x10°+ 0
Bolores e Leveduras 1,2x1 0*+0

FONTE: A autora (2023).

A instrucdo normativa 161 de 1 de julho de 2022 estabelece os padroes
microbiologicos dos alimentos. A bebida probiotica desenvolvida se enquadra no
grupo de bebidas nao alcodlicas como “sucos e outras bebidas submetidas a
processos tecnolégicos para redugao microbiana, que necessitam de refrigeragao”.
Nela foi possivel ter conhecimento quanto aos limites maximos permitidos para B.
cereus (5x10%2 UFC/mL), Enterobacteriaceae (10° UFC/mL) e Bolores e Leveduras
(10? UFC/mL) nesses tipos de produtos. Desta forma, é possivel observar que os
valores encontrados neste estudo para B. cereus e Bolores e Leveduras ficaram
acima do maximo permitido. A contagem obtida para Enterobacteriaceae esta de
acordo, porém no limite estabelecido.

A presenca de B.cereus na bebida probidtica saborizada pode ser explicada
pelo fato desses microrganismos formarem esporos, sendo resistentes ao processo
de pasteurizacdo. Essas bactérias tém o solo como o seu reservatorio natural, e por
conta da alta resisténcia dos esporos, eles p odem estar amplamente distribuidos
na natureza. Assim, contamina facilmente alimentos como vegetais, cereais,

condimentos, carne bovina, suina e de frango, laticinios, sorvetes, pudins, carne
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cozida, sopas, pratos a base de vegetais e arroz cozido (MENDES et al. 2004). De
acordo com Forsythe (2013) esse microrganismo esta relacionado com a sindrome
emeética e diarreica.

De acordo com Hoffmann (2001) em alimentos muito acidos (pH < 4,0), a
microbiota capaz de se desenvolver € restrita apenas aos bolores e leveduras e, por
vezes, bactérias lacticas e acéticas. Siqueira (1995) afirma que a presenca de
bolores e leveduras viaveis e em grande quantidade nos alimentos podem ser
determinantes pela falta de condigdes higiénicas, multiplicacdo no produto em
decorréncia de falhas no processamento e/ou estocagem e matéria-prima com
contaminacao excessiva.

Ferraz (2009) afirma que a familia Enterobacteriaceae pertence ao grupo de
microrganismos considerados indicadores e que esses microrganismos estao
associados a componentes da microbiota intestinal. Além disso, essas bactérias
podem causar infecgdes e toxinfecgdes alimentares (RIBEIRO et al. 2004).

Conforme Rhee (2011) o processo de fermentacdo nos alimentos torna-os
resistentes a deterioracao microbiana e ao desenvolvimento de toxinas alimentares;
menos propensos a transferir microrganismos patogénicos; geralmente preserva os
alimentos entre o0 momento da colheita e o consumo, e modifica o sabor dos
ingredientes originais e muitas vezes melhora o valor nutricional.

Como os valores das contagens de B. cereus, bolores e leveduras e
Enterobacteriaceae apresentaram-se acima do esperado, seria de suma importancia
verificar a qualidade microbioldgica inicial dos ingredientes utilizados na formulacao
das bebidas, bem como implementar melhorias no processamento, entre elas aplicar
um tratamento térmico mais intenso a formulacdo antes da fermentacao.

Na TABELA 5 esta exposto a contagem de BAL, a fim de averiguar a
viabilidade da cultura lactica probidtica apés 1 e 14 dias de armazenamento

refrigerado (5°C = 1°C).

TABELA 5 - CONTAGEM DE BAL APOS 1 E 14 DIAS DE ARMAZENAMENTO
REFRIGERADO.

Contagem de BAL (Log UFC/mL)

F4 (1 dia a 5°C) F4 (14 dias a 5°C)

(3,70 £ 0,28) x 10° (1,22  0,25) x10’

FONTE: A autora (2023). BAL = Bactérias acido lacticas.
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No decorrer do acompanhamento da bebida fermentada durante o
armazenamento, verificou-se que a bebida manteve seu potencial probiotico apos 14
dias em refrigeracdo, apresentando ainda contagens satisfatorias apos este periodo,
tendo em vista a contagem minima recomendavel de 10° UFC/mL para alimentos e
bebidas probiéticos (BAU, GARCIA E IDA, 2014).

De acordo com Garcia et al. (2020) as BAL sao capazes de metabolizar
diferentes substratos acarretando em mudangas bioquimicas na sua composicao,
além disso, a fermentacdo do acido lactico esta vinculada em melhor as
propriedades nutricionais, sabor e aspectos relacionados a saude dos produtos
alimenticios. E importante ressaltar que a capacidade de sobrevivéncia dos
probioticos depende do género, espécie e cepa, € a composicao dos outros
ingredientes na preparacao também interfere a viabilidade do produto a ser
desenvolvido. Por conta disso, mudancas no numero de bactérias probidticas viaveis
durante o armazenamento de alimentos funcionais devem ser estudadas mais
profundamente (KANG et al., 2012).

Kang et al. (2012) frisou que fatores como baixa temperatura e presenca de
acucares favorecem a sobrevivéncia das BAL em meio acido, o que torna
necessario o armazenamento da bebida em ambientes com temperaturas reduzidas.
Em um estudo realizado por Yoon et al. (2004), foi possivel notar que houve uma
diminuicdo de 1000 vezes na populacao de BAL apds 28 dias de armazenamento
em suco de tomate fermentado para L. plantarum. O armazenamento em condi¢des
nao refrigeradas com alta umidade relativa e a exposicdo a uma atmosfera contendo
oxigénio pode contribuir para a diminuicao da viabilidade dos probioticos ao longo do
tempo. Isso ocorre porque o armazenamento em longo prazo pode ocasionar dano a
membrana celular. Assim o armazenamento em refrigeracdo visa garantir a
seguranca e manter a qualidade dos produtos (KANG et al., 2012). Na bebida
fermentada do presente estudo houve reducao de 303 vezes na contagem de BAL
ap6s 14 dias de armazenamento refrigerado, sendo recomendavel uma avaliagao
por um maior periodo de tempo, para poder estimar a viabilidade final da cepa
probidtica utilizada.

Segundo Poppi et al. (2008), a cor € um atributo sensorial de suma
importancia para determinar a qualidade de um alimento, exercendo uma enorme

influéncia na aparéncia e auxiliando na aceitagcao de uma variedade de produtos
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alimenticios por parte dos consumidores. Em produtos naturais, a maioria das
substancias responsaveis pela coloracao pertence a classe dos flavonoides. Podem
ser consideradas duas classes como as mais importantes nesses compostos sendo
elas os flavonadis e as antocianinas.

Na analise realizada, obteve-se um teor de antocianinas totais na bebida
fermentada (F4) de 158,64 £ 9,45 mg cianidina-3-glucosideo/L. De acordo com
Cohen et al. (2006) as antocianinas, além de corantes, sdo antioxidantes naturais.
Em bebidas de acai esses compostos foram identificados como cianidina-3-
arabinosideo e cianidina-3-arabinosil-arabinosideo, sendo o teor de antocianinas
totais de 263 mg/100g (ALBARICI et al., 2006). Ja na pesquisa realizada por
Carbonell et al. (2015), a qual consistiu na elaboragcdo de uma bebida com polpa de
acai, foram encontrados teores de antocianinas totais de 40,4 a 49,3 mg cianidina-3-
glucosideo/L, inferiores portanto aos teores determinados no presente trabalho. De
acordo com Ribeiro e Seravalli (2004), as antocianinas sao pigmentos instaveis e
apresentam maior estabilidade em condicGes acidas.

De acordo com um estudo realizado por Maria do Socorro et al. (2010) o
valor obtido de antocianinas totais na polpa de acai foi de 73,54 mg/100g, sendo
este fruto considerado fonte deste pigmento. Santos et al. (2008), por sua vez,
encontraram teores variando de 13,93 a 54,18 mg/100g de antocianinas totais ao
analisar polpas de acai de 12 pontos comerciais distintos em Fortaleza/CE. Ja
Tonon et al. (2009) obtiveram 32,81 mg/100g de antocianinas em polpa de acai
advinda da cidade do Para. E valido ressaltar que a diferenca entre os valores de
antocianinas analisados pode estar relacionada ao processamento e ao tempo de
acondicionamento da polpa, tendo em vista que nos locais que foram realizados os
estudos de Santos et al. (2008) e Tonon et al. (2009) o acai nao é um fruto tipico,

sendo adquirido na forma processada (pasteurizada e congelada).



4 CONSIDERAGOES FINAIS

A formulacao escolhida para a producao da bebida fermentada a base de
extrato de aveia, saborizada com polpa de acai, foi a F4, na qual € composta por
15% do extrato de aveia e contendo o L.acidophilus. Entretando, todas as seis
formulacdes produzidas neste estudo sdo consideradas viaveis para a producao da
bebida probiética.

Destaca-se como vantagem dessa nova formulagdo desenvolvida o fato de
se tratar de uma bebida rica em componentes nutricionais e funcionais, alcangando
determinados publicos com algum tipo de intolerancia/alergia ou até mesmo por
gquem opta em nao consumir produtos de origem animal, além de ser uma fonte
alternativa, nao lactea, de consumo de probidticos.

Em relacdo aos padrées microbiologicos, a bebida em questdo ndo se
mostrou de acordo com a legislacdo para B.cereus e Bolores e leveduras. Desta
forma, € primordial avaliar a qualidade das matérias-primas utilizadas na elaboracao,
considerar o emprego de um tratamento térmico mais intenso e seguir com rigor o
emprego de boas praticas de fabricacdo.

Em contrapartida, no que diz respeito ao potencial probidtico, a bebida
fermentada com 15% de extrato de aveia e como probiodtico L.acidophilus se

mostrou viavel apos 14 dias de armazenamento em refrigeracao.
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