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RESUMO

O acai (Euterpe oleracea Mart.) e o camu-camu (Myrciaria dubia (Kunth)
McVaugh) sdo frutos nativos da Amazonia que apresentam Otimas propriedades bioativas
relacionadas a compostos fenolicos, antocianinas e vitamina C. Os produtos lacteos
fermentados sdo matrizes alimentares consideradas como excelentes fontes de nutrientes, que
podem ser suplementadas com frutas, fibras e uma variedade de microrganimos probi6ticos,
para aumentar o poder nutritivo e funcional destes produtos. Nesse sentido, 0 objetivo deste
trabalho foi elaborar produtos lacteos fermentados com acgai e camu-camu e suplementados
com cepas de Bifidobacterium (BB-12) e Lactobacillus acidophilus (LA-5), assim como
avaliar o efeito destes microrganismos no comportamento dos componentes bioativos e
atividade antioxidante dos produtos fermentados durante 28 dias de armazenamento. Os frutos
de acai foram obtidos em pomar particular (Boa Vista-RR), e os de camu-camu em populacao
situada as margens do Rio Urubu (Boa Vista-RR). Para a elaboracdo do leite fermentado (LF)
e do iogurte (10), foram adicionados ao leite UHT 8% de acucar, 4% de leite em pd
desnatado, culturas probidticas (LF) e culturas laticas tradicionais (10), sendo submetidos a
coagulacdo por 4 horas até pH de 4,8. As polpas e os produtos fermentados foram avaliados
quanto: pH, acidez titulavel, solidos sollveis, umidade, solidos totais, proteinas, lipidios,
cinzas, acucares redutores e totais, extrato seco total e desengordurado e valor calorico. A cor
instrumental foi determinada apenas nos produtos fermentados com acai, através da leitura
dos parametros L*, a* e b* empregando a escala de cor CIELAB, nos dias 0 e 28 de
avaliagdo. As contagens do BB-12 e LA-5 foram realizadas nos produtos fermentados com
acai e camu-camu, obedecendo as especificidades de cada microrganismo. A quantificacao de
fenodlicos totais, antocianinas e atividade antioxidante, tanto nas polpas quanto nos produtos
fermentados foram realizadas seguindo metodologias oficias e testes prelimiares. Tanto as
contagens de microrganismos quanto a determinacdo de componentes bioativos, foram
realizadas no dia O e a cada 7 dias durante o periodo de 28 dias. Para a andlise sensorial dos
leites fermentados foram aplicados testes de ordenacdo e de aceitabilidade mediante escala
hedonica. A polpa de agai atendeu a legislacido brasileira quanto a caracterisiticas fisco-

quimicas e nutricionais, enquanto, a de camu-camu concordou com dados da literatura. Os



ii
leites fermentados atenderam a legislacdo vigente quanto as caracteristicas fisico-quimicas e
nutricionais. Quanto aos efeitos da poés-acidificacdo nos leites fermentados e iogurtes,
verificou-se que foram mais evidentes entre os dias 0 e 7 de avaliagdo, sendo maior nos
iogurtes com camu-camu (IC) e acai (IA), devido a presenca dos L. bulgaricus. A analise
colorimétrica mostrou descoloracdes nos iogurtes e leites fermentados com acai, em funcéo da
degradacdo nas antocianinas. Os leites fermentados com acai (LFA) e camu-camu (LFC)
classificaram-se como probidticos conforme a legislacdo brasileira apresentando contagem
acima de 6 Log UFC g™, exceto o LFC com 20% de polpa. Os compostos fenélicos, as
antocianinas e a atividade antioxidante nos leites fermentados e iogurtes aumentaram seus
teores com 0 aumento no percentual de polpa, e reduziram ao fim do armazenamento. A
atividade antioxidante mostrou excelente correlagdo com os teores de fendlicos e
antocianinas. A analise sensorial mostrou que os leites fermentados apresentaram boa

aceitabilidade pelos provadores.

Palavras-chave: Produtos lacteos, Frutas Nativas da Amazénia, Pds-acidifcacéo.
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ABSTRACT

The acai (Euterpe oleracea Mart.) and camu-camu (Myrciaria dubia (Kunth)
McVaugh) are native fruits of the Amazon that have excellent bioactive properties related to
phenolic compounds, anthocyanins and vitamin C. Fermented dairy products are considered
excellent food matrices sources of nutrients, which can be supplemented with fruits, fibers
and a variety of probiotic microorganisms to increase the nutritional and functional power of
these products. In this sense, the objective of this work was to produce dairy products
fermented with acai and camu-camu and supplemented with strains of Bifidobacterium (BB-
12) and Lactobacillus acidophilus (LA-5), as well as to evaluate the effect of these
microorganisms on the behavior of the bioactive components and antioxidant activity of the
fermented products during 28 days of storage. Acai fruits were obtained in a private orchard
(Boa Vista-RR), and camu-camu in a population located on the banks of the Urubu River
(Boa Vista-RR). For the preparation of fermented milk (LF) and yogurt (10), 8% of sugar, 4%
of skimmed milk powder, probiotic cultures (LF) and traditional lactic (I0) cultures were
added to UHT milk. coagulation for 4 hours to pH of 4.8. The pulps and fermented products
were evaluated as pH, titratable acidity, soluble solids, moisture, total solids, proteins, lipids,
ashes, reducing and total sugars, total and defatted dry extract and calorific value. The
instrumental color was determined only on the products fermented with acai, by reading the
parameters L *, a * and b * using the CIELAB color scale, on days 0 and 28 of evaluation.
The BB-12 and LA-5 counts were performed on the products fermented with acai and camu-
camu, obeying the specificities of each microorganism. The quantification of total phenolics,
anthocyanins and antioxidant activity in both pulps and fermented products were performed
following official methodologies and preliminary tests. Both counts of microorganisms and
determination of bioactive components were performed on day 0 and every 7 days during the
period of 28 days. For the sensorial analysis of the fermented milks were applied sorting and
acceptability tests using hedonic scale. The acai pulp complied with the Brazilian legislation
regarding the physico-chemical and nutritional characteristics, while the camu-camu agreed
with data from the literature. The fermented milks met the current legislation regarding the

physical-chemical and nutritional characteristics. As regards the effects of post-acidification
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on fermented milks and yoghurts, it was verified that they were more evident between days 0
and 7 of evaluation, being higher in the yogurts with camu-camu (IC) and acai (1A), due to the
presence of L. bulgaricus. The colorimetric analysis showed discolorations in the yoghurts
and milks fermented with acai as a function of anthocyanin degradation. Fermented milks
with acai (LFA) and camu-camu (LFC) were classified as probiotics according to the
Brazilian legislation showing a count above 6 Log CFU g-1, except LFC with 20% of pulp.
The phenolic compounds, anthocyanins and antioxidant activity in fermented milks and
yoghurts increased their contents with the increase in pulp percentage, and reduced at the end
of storage. The antioxidant activity showed excellent correlation with phenolic and
anthocyanin contents. The sensorial analysis showed that the fermented milks showed good

acceptability by the tasters.

Keywords: Dairy products, Native Fruits of the Amazon, Post-acidification.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutos, com aproximadamente 6% da
producdo mundial (ANDRIGUETO et al., 2010). Porém, a fruticultura do trépico umido,
realizada nos estados Amazoénicos, representa menos do que 0,2% desse total. Nos ultimos
anos, detectou-se incremento da exploracdo econdmica de produtos e subprodutos de algumas
frutiferas nativas, atribuido a crescente preocupagdo do consumidor com a relacdo entre dieta
e saude (ROMERO, 2007).

Ja é reconhecida a relacdo entre a ingestdo de frutos e vegetais e a diminuicdo do
risco de desenvolvimento de diversas doengas crénico-degenerativas mediadas pela acdo de
radicais livres. Esses alimentos contém grande concentracdo de compostos bioativos que
possuem como funcdo fisioldgica, a acdo contra esses radicais (AVELLO; SUWALSKY,
2006).

Dentre estas espécies frutiferas, podemos citar o acai (Euterpe oleracea Mart.) e 0
camu-camu (Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh), como sendo importantes objetos de estudo
por apresentarem na composicdo de seus frutos componentes bioativos potencialmente
benéficos a satde (YAHIA, 2010).

O acai, assim como muitas das frutas nativas brasileiras, permanecem como
curiosidade alimentar, apesar Kuskoski et al. (2005) sugerirem o aumento do consumo
mundial de frutas tropicais. E considerada super-fruta devido a sua atividade antioxidante
demonstrada in vitro e in vivo, principalmente devido ao seu conteudo de compostos
fenolicos, tais como as suas antocianinas (LICHTENTHALER et al, 2005).

O camu-camu € considerado um fruto com alto valor nutricional especialmente
relacionado a altos niveis de potéssio e acido ascérbico, sendo os teores deste &cido superiores
aos encontrados na acerola. Ademais, em seu conteudo bioativo ainda constam carotenoides e
antocianinas, substancias conhecidas como excelentes agentes antioxidantes (JUSTI et al.,
2000; MATTA et al., 2004).

Dessa forma, um incentivo para a necessaria integracdo entre os interesses sécio-
econbmicos e ambientais que envolvem o alimento regional é avaliar as propriedades
nutricionais e funcionais dos frutos nativos e desenvolver novos produtos alimenticios com
estas frutas (ESPIRITO SANTO, 2012).

Analisando o histérico do uso de frutos em alimentos processados, verificou-se
que na década de 60, a adi¢do de frutas em iogurte, teve como objetivo, atenuar o sabor acido
além de buscar maior aceitagdo popular e, a0 mesmo tempo, ampliar a divulgacdo de suas

qualidades nutritivas e terapéuticas, o que promoveu consideravel aumento de seu consumo.
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Essa tendéncia continua até hoje, na busca de adicionar frutas que ja s@o popularmente
conhecidas e aceitas. Na pratica, as frutas utilizadas sdo muito variadas e refletem os gostos
dos consumidores desde os cléssicos iogurtes de morango e banana, até os mais exoticos de
maca com caramelo, frutas silvestres entre outros (CAVALCANTE et al., 2009).

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

Nesse sentido, o consumo de leites fermentados que esteve baseado, por muito
tempo, no iogurte tradicionalmente produzido com fermentos compostos de Streptococcus
salivarius ssp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus, agora ingressa nas
tendéncias dos alimentos funcionais e apontam para o0 uso de probidticos, que atuam como
agentes “biotecnologicos”, melhorando caracteristicas do produto a partir da reducdo da pos-
acidificag¢@o, ou como “agentes terapéuticos”, ou seja, microrganismos que promovam efeitos
benéficos nos individuos que os ingerem (ANTUNES, 2001).

O desenvolvimento de produtos lacteos contendo bactérias probidticas é um foco
importante das industrias de alimentos e, geralmente, a producao de alimentos contendo cepas
probidticas especificas com concentracfes apropriadas de células vidveis durante a vida de
prateleira € um desafio tecnolégico (MEDICI et al., 2004; KOURKOUTAS, 2005). Varios
trabalhos propuseram que a dose minima didria de culturas probioticas considerada
terapéutica corresponde ao consumo de 100 g de produto contendo 6 a 7 log UFC/g (HOIER,
1999).

O conceito de que iogurtes probidticos e outros produtos lacteos fermentados
podem atuar na melhora da digestdo, aumentar a imunidade e proporcionar outros beneficios
de saude, sdo requisitos pretendidos pelas empresas alimenticias e consumidores modernos,
que aderem cada vez mais a esta tendéncia (BURGAIN, et. al., 2011).

Os microrganismos probidticos utilizados em alimentos funcionais séo geralmente
dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium. Estes microrganismos sdo definidos como
"microrganismos vivos, que quando administrados em quantidades adequadas podem
proporcionar um beneficio a satde ao organismo™ (FAO/OMS, 2002). No entanto, ao exercer
esses efeitos benéficos, bactérias probioticas devem manter a sua viabilidade primeiro durante
0 processamento e armazenamento e, em seguida, durante a sua passagem através do trato
gastrointestinal superior, a fim de chegar no intestino em um estado viavel (BURGAIN et al.,
2011) .
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Considerando as potencialidades das frutas nativas da Amazonia e dos leites
fermentados contendo probioticos na elaboracdo de alimentos com beneficios de saude, este
trabalho teve como objetivo a elaboracdo de leites fermentados suplementados com cepas de
microrganismos probidticos e adicionados de polpa de acai e camu-camu, avaliacdo de suas
caracteristicas fisico-quimicas, nutricionais e comportamento de compostos bioativos e
atividade antioxidante durante o tempo de armazenamento refrigerado de 28 dias, além do
estudo da aceitabilidade sensorial.
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2. REVISAO BIBIOGRAFICA

2.1 PRODUTOS LACTEOS

Os produtos lacteos fermentados constituem uma rica fonte de proteinas, calcio,
fésforo, vitaminas e carboidratos. O consumo destes produtos esta relacionado & imagem
positiva de alimento saudavel e nutritivo, associado a suas propriedades sensoriais. Esse
consumo também pode ser atribuido aos beneficios que estes produtos trazem ao organismo
humano, tais como: facilitar a acdo das proteinas e enzimas digestivas, facilitar a absorcéo de
calcio, fésforo e ferro, ser fonte de galactose — importante na sintese de tecidos nervosos e
cerebrosideos em criancas, além de ser uma forma indireta de se ingerir o leite (FERREIRA et
al, 2001).

Além de suas propriedades nutricionais, € capaz de reduzir a intolerancia a
lactose, controlar infecc@es intestinais, reduzir a propensdo a alguns carcinomas e melhorar o
flavor e qualidade nutricional dos alimentos que as contém (DAVIDSON et al., 2000).

Sintomas relacionados a irregularidades gastrointestinais ligados ao consumo de
produtos lacteos podem estar associados a deficiéncia ou auséncia da enzima intestinal beta
galactosidase (lactase), este transtorno & chamado de intolerancia a lactose, principal
carboidrato do leite. A quebra da lactose na fabricacdo de produtos lacteos fermentados
origina dois monossacarideos, glicose e galactose, mais facilmente absorvidas pelo intestino
(SUNENGA et al., 2003).

Segundo o Padrdo de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados, entende-se
por leite fermentado ou cultivado os produtos resultantes da fermentagéo do leite pasteurizado
ou esterilizado, por fermentos lacticos proprios, sendo esta fermentacao realizada com um ou
varios dos seguintes cultivos: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei. Bifidobacterium
sp. Streptococus salivarius subsp thermophilus e/ou outras bactérias acido-lacticas que por
sua atividade contribuem para a determinagdo das caracteristicas do produto final (BRASIL,
2007).

Na fabricacdo de produtos lacteos fermentados sdo empregadas bactérias acido-
laticas dos géneros Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Bifidobacterium,
Propionibacterium, que fermentam acgucares, produzindo acido latico como principal produto
da fermentacédo, o que acidifica o leite impedindo o desenvolvimento de bactérias nocivas a

qualidade do produto final e a saude humana (FARIA et. al, 2006).
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Entretanto o fendmeno da pos-acidificacdo, que ocorre nos iogurtes devido a
formacdo de acido latico por agdo dos Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus interfere na
viabilidade de culturas probidticas que possam ser inseridas nestes produtos. A fim de superar
o problema da pos-acidificacdo, de acordo com Dave; Shah (1998), a atual tendéncia € usar
fermentos chamados ABT, que contém Lactobacillus acidophilus, bifidobactéria e
Streptococcus thermophilus, reduzindo a producéo de acidez e mantendo 0s mesmos aspectos
sensoriais dos produtos contendo Lactobacillus bulgaricus.

Os diferentes leites fermentados apresentam fases de producdo similares, como
padronizacdo do contetdo de gordura, aumento dos sélidos ndo gordurosos do leite,
homogeneizacdo, desaeracdo e tratamento térmico. No entanto, alguns aspectos tecnoldgicos
precisam ser observados para a manuten¢do da viabilidade das culturas probidticas como a
determinacdo do tipo de cultura inicializadora mais adequada, temperatura, tempo de
incubacdo e taxa de inoculacdo (FARIA et. al, 2006; KRISTO et. al., 2003).

Estes alimentos, além de contribuirem para a nutricdo bésica, sdo benéficos a
salde do individuo que o consome devido a presenca de bactérias laticas como culturas
probidticas (ANTUNES et. al., 2007; DONKORA et. al., 2007) e dos metabolitos produzidos
por elas durante a fermentacdo do leite, além disso, os lacteos fermentados tém sido utilizados
como Vveiculos mais populares para a incorporacdo destes microrganismos (KRISTO et. al.,
2003).

Dentre os beneficios que o leite fermentado pode proporcionar ao organismo,
relacionados a presenca de bactérias laticas, podemos citar: controle da microbiota intestinal,
diminuicdo da populacdo de patdgenos pela producdo de acidos acético e latico, de
bacteriocinas e de outros compostos antimicrobianos; viabilidade da digestdo da lactose em
individuos intolerantes a este carboidrato; estabilizacdo da microbiota intestinal ap6s o uso de
antibioticos; estimulacdo do sistema imune e alivio da constipacdo (CAO; FERNANDEZ,
2005; SAAD, 2006).
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2.2 ACAI (Euterpe oleracea Mart.)

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) é uma palmeira tropical nativa da Amazénia
encontrada em grandes concentracdes em todo o Estuario do Rio Amazonas sendo os frutos
utilizados na producéo da polpa componente importante na alimentacdo da populacgéo local,
devido ao seu alto valor energético e nutricional, consumida, sobretudo misturada a farinha,
com ou sem aglicar (GOUVEA, 2010). Recentemente conquistou o interesse internacional,
ndo sO pela novidade e flavor exdtico, mas também devido ao seu potencial beneficio de
salde associada a sua composicao fitoquimica (PACHECO-PALENCIA et al., 2007).

E muito semelhante & palmeira jucara (Euterpe edulis Mart.) da Mata Atlantica
(Figura 1), diferenciando-se por crescer em touceiras de 3 a 25 estipes e podendo chegar a até
25 metros de altura (SILVA; BARRETO; SERODIO, 2004). Os frutos s&o pequenos e
arredondados medindo de 1,1 a 1,5 cm de didmetro. Possuem uma Unica semente envolvida
por um tecido fibroso e coberta por uma camada de polpa fina e seca. No entanto, seu
consumo ndo ocorre na forma in natura, tendo a necessidade de ser submetido a um processo
de extracdo para que seja transformado em polpa ou suco (ROGEZ, 2000).

O processo de obtencdo deste produto se restringe a imersdo do fruto em agua
morna por tempo determinado, a fim de amolecer o mesocarpo antes do despolpamento
(ROGEZ, 2000). Sua polpa é extraida por meios mecéanicos sem filtracdo, podendo ser

submetida ao processo fisico de conservacdo. Apds o despolpamento, o acai pode ser

classificado em grosso, médio e fino, de acordo com o teor de s6lidos totais em 14 %, de 11 a
14 %, de 11 a 8 %, respectivamente (BRASIL, 2000).

Figura 1 - (A) Detalhe da palmeira de acai (Euterepe oleracea Mart.), (B) Frutos do agaizeiro e polpa de acai
processada (FURTADO, 2010).
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Devido suas caracteristicas nutricionais (Tabela 1) e seu papel sociocultural e

econdmico, na Amazonia, o acai foi objeto de intensas pesquisas, nos Ultimos anos, quanto ao

aspecto nutricional, perecibilidade e conservacdo (YUYAMA, L. et al., 2002), além de ser um

fruto nativo, importante para 0 agronegocio sustentavel na regido amazonica (MUNIZ-
MIRET et al, 1996;. SILVA et al, 2006).

Tabela 1 - Composi¢do nutricional da polpa de acai

Caracteristica OLIVEIRA et al., (2011a) ROGEZ (2000)
Umidade (%) 91,65 85,00
Gordura (%)* 46,92 52,64
Proteina (%)* 10,59 10,05
Residuo mineral fixo (%)* 3,8 3,5
Sélidos sollveis (Brix) 6 -
pH 4,6 5,2

*resultados em base seca

Em virtude de seu elevado valor energético principalmente relacionado aos teores
de lipidios, o interesse por este fruto no mercado nacional vem aumentando, especialmente
por desportistas (TATENO, 2001; YUYAMA, L. et al., 2002). As formas de consumo do acai
nas diversas regides dos Brasil e do mundo sdo variadas e se apresentam como sorvetes,
sherberts (sobremesa congelada), coquetel de frutas (LINDEN, 2005), comprimidos, sucos,
smoothies e bebidas instantaneas (MARCASON, 2009).

Além de suas caracteristicas caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais, o acai é
fonte abundante de compostos fenélicos, em que se destacam os flavonoides, principalmente a
classe das antocianinas. Cinco antocianinas foram identificadas no acai, sendo a cianidina-3-
glicosideo e cianidina-3-rutinosideo as mais predominantes (SCHAUSS et al., 2006a).
Estudos sobre as atividades biolégicas do acai incluem atividade antioxidante e reducdo de
pressdo sanguinea em ratos hipertensos (LICHTENTHALER et al, 2005; PACHECO-
PALENCIA et al, 2008), especialmente devido ao seu alto teor de antocianinas. Além disso,
Del Pozo-Insfran et al. (2006) e Stoner (2009), verificaram que fracdes de fendlicos presentes
em polpa de acai mostraram reducdo na proliferacdo de células cancerigenas e redugédo de
tumores esofagicos em roedores, mostrando o potencial benéfico dos constutuites bioativos do

acai para a saude.
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Além dos componentes bioativos, alguns estudos mostram potencialidades do
6leo da polpa de acai, comparando-o aos de aveld, oliva (BENITEZ-SANCHEZ et al., 2003) e
abacate (NASCIMENTO et al., 2008), que séo Gleos ricos em acidos graxos monoinsaturados
(60%) e acidos graxos poli-insaturados (14%) (MENEZES et al., 2008). De acordo com a
mais recente piramide alimentar dos EUA, este fato incentiva o uso de acai como fonte de
acidos graxos essenciais (EKINCI et al., 2008).

Devido a expansdo de empresas de laticinios, tem havido uma aproximacao dos
mercados de produtos lacteos e bebidas de frutas, com a introducdo de produtos lacteos
hibridos, tais como “juiceceuticals” ou sucos nutracéuticos, oferecendo saude, sabor e
conveniéncia (KHURANA; KANAWIJIA, 2007). Alguns estudos ja apontam o uso do acai em
produtos lacteos, mostrando resultados positivos e animadores quanto ao uso desta fruta.

Espirito Santo (2012) utilizou polpa de acai durante a fermentacdo de iogurtes
probidticos e verificou aumentos nas contagens de L. acidophilus L10, B. animalis ssp. lactis
BI04 e B. longum BIO05 ao fim dos 28 dias de armazenamento, assim como a formagao de
acidos graxos poli-insaturados, verificando efeitos positivos dos acidos graxos presentes no
acai no metabolismos das bactérias laticas.

Almeida et. al. (2008), também utilizaram polpa de acai em iogurtes probioticos e
verificaram incrementos nas contagens de L. acidophilus e Bifidobacterium bifidum em
iogurtes adicionados de polpa de acai em relacdo a iogurtes sem adicdo de polpa, observando
efeitos benéficos do acai para o crescimento destes microrganismos.

Leite (2015), também estudaram iogurtes probidticos adicionados de polpa de
acai, porém além das contagens de bactérias laticas, determinaram teores de antocianinas,
compostos fendlicos e atividade antioxidante dos produtos, e tambeém verificaram incrementos
nas contagens dos probiéticos e efeitos positivos dos componentes bioativos na manutengao

destes microrganismos.
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2.3 CAMU-CAMU [Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh]

Os frutos da familia das mirtaceas tém um significativo uso histérico como frutas
comestiveis e como parte da medicina tradicional em todo o mundo tropical e subtropical
(CHIRINOS et al., 2010). Uma mirtacea em particular, o camu-camu, também conhecido
como cacari, ara¢a d’adgua ou sardo, ¢ uma espécie frutifera que ocorre espontaneamente nas
margens de rios e lagos da Amazonia, entre a regido oriental do Peru e central do Estado do
Para, no Brasil (RIBEIRO et. al., 2002).

Seus frutos sdo globosos de superficie lisa e brilhante, de 2 a 4 cm de diametro e
peso médio de 8,4 g, coloracdo vermelho-escura passando a roxo-escura no final da
maturacdo. Apresenta boas caracteristicas agrondmicas, tecnoldgicas e nutricionais,

mostrando grande potencial econdémico (YUYAMA et al., 2003).

Figura 2 - Aspectos dos frutos do camu-camu

A producdo no Brasil ndo ultrapassa 20 toneladas de polpa por ano. Em
contrapartida, o Peru, maior produtor mundial de camu-camu, produz em média 800 toneladas
de polpa/ano (INPA, 2011). Quase que a totalidade é exportada para os Estados Unidos, Japao
e Franca, onde sdo encontrados diversos produtos de camu-camu no mercado, COmo sucos,
sorvetes, balas (ALVES et al., 2002), sherbets (sobremesa congelada), extratos, polpas, puré,
além de produtos desidratados (AKTER, 2011).
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Apesar da baixa produtividade brasileira, diversos estudos vém sendo realizados
em algumas regides em que as plantas de camu-camuzeiro sdo endémicas, a fim de
domesticar a espécie para desenvolvimento em terra firme. Desse modo, se pode controlar a
época de colheita do fruto e atingir teores mais elevados de acido ascorbico e antocianinas,
(YUYAMA et al., 2011), além de aumentar sua produtividade.

Pesquisas mostram que o fruto camu-camu possui potencial benéfico & salde,
destacando-se pelo alto teor de vitamina C, flavonoides,elagitaninos, além de possuir elevada
capacidade antioxidante, in vivo e in vitro (GENOVESE et al., 2008; GONCALVES et al.,
2010; MYODA et al., 2010). Os frutos, procedentes de varias regiGes mostram teor de
vitamina C que varia entre 0,934 a 6,112 mg/100g de polpa, e comparada com outras frutas, é
considerada a fonte mais rica de vitamina C cujosconteidos sdo superiores aos da acerola
(RUFINO et al., 2010).

Além da vitamina C, 0 camu-camu contém outros compostos antioxidantes como
elagitaninos (GENOVESE et al., 2008), antocianinas (ZANATTA et al., 2005) e carotenoides
(AZEVEDO-MELEIRO; RODRIGUEZ-AMAYA, 2004) e componentes minerais com
destque para os teores de de potassio (Tabela 2) (JUSTI et al., 2000), que é responsavel por
acelerar a absorcdo intestinal de vitamina C (STEVENSON, 1974).

Tabela 2 - Composi¢do nutricional da polpa de camu-camu

Componentes Quantidade (por 100g)
Umidade 94¢
Proteinas 0,49

Carboidratos 3,59
Fibras 0,19
Cinzas 0,39

Lipidios 0,29
Fosforo 17mg
Potéssio 71,1mg
Calcio 6,5mg
Vitamina C 1410mg

Fonte: RODRIGUES; MARX, 2006

Dentre os compostos poli fendlicos encontrados no camu-camu estdo: acido
elagico, elagitaninos, quercetina, caempferol e cianidina (GENOVESE et al., 2008;
GONCALVES et al., 2010; CHIRINOS et al., 2010; RUFINO et al., 2010). Zanatta et al.
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(2005) e Goncalves et al. (2010) identificaram duas antocianinas majoritarias no camu-camu,
a cianidina-3-glicosideo e a delfinidina-3-glicosideo. Estes compostos, assim como a vitamina
C, contribuem para a atividade antioxidante destes frutos.

Mesmo apresentando caracteristicas funcionais que possam trazer beneficios de
salde, o consumo in natura deste fruto é dificultado devido a elevada acidez e o amargor da
casca. Seu suco é considerado excelente alternativa para combinagdo com outras matérias-
primas, aumentando assim o teor de vitamina C de diversos produtos como néctares, doces,
sorvete, iogurtes ou bebidas isotonicas (RODRIGUES et al, 2003), possibilitando a insercao
do fruto no mercado de produtos de larga aceitacgéo.

Varios estudos estdo sendo desenvolvidos na tentativa de inserir o camu-camu em
alimentos a fim de enriquecé-los com vitamina C, dentre eles, Silva et al. (2011), estudaram a
aceitabilidade de diferentes formulacGes de picolés de camu-camu e encontraram resultados
dentro da escala hedbnica em “gostei muito”, mostrando boa aceitabilidade do produto. Ja
Fujita (2015), estudou a conservacdo da polpa de camu-camu e 0 comportamento dos
compostos bioativos através de diferentes processos de secagem, além da insercdo deste
produto em bebidas probidticas fermentadas de soja, mostrando bons resultados no
desenvolvimento de produtos funcionais.

Maeda; Andrade (2003) e Peuckert et al. (2010) elaboraram bebida alcéolica
fermentada e barra de cereal adicionada de soja e camu-camu, respectivamente, mostrando

boas propriedades tecnoldgicas do camu-camu em produtos industrializados.

2.4 COMPOSTOS BIOATIVOS

O consumo de frutas e vegetais é reconhecido por reduzir os riscos de diversas
doencas incluindo as cardiovasculares, cancer e acidente vascular cerebral (AVC)
(WILLETT, 2002), além de fornecer alguns beneficios de saude, principalmente atribuidos ao
conteddo de compostos bioativos, especialmente vitamina C, polifendis e carotenoides
(STEINMETZ; POTTER, 1996).

Esse efeito protetor tem sido atribuido, em grande parte, a propriedades biologicas
como atividades antioxidante, anti-inflamatoria e hipocolesterolémica de nutrientes como as
vitaminas C, A e E, e de compostos fendlicos como os flavonoides. Entre estes podemos citar
as catequinas do cha verde e do vinho, as antocianinas dos frutos vermelhos, os flavondis das
folhas e as isoflavonas da soja (SEIFRIED et al., 2007; RICE-EVANS et al., 1996).
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Esses componentes fitoquimicos podem modular algumas vias de sinalizagédo
envolvidas em processos patoldgicos (JOSEPH et al, 2007;. SURH, 2009), ademais,
evidéncias apontam que flavonoides como proantocianidinas e antocianinas, podem atrasar o
processo de envelhecimento e aumentar a expectativa de vida, alegando relacdo direta com
frutas e vegetais (JOSEPH et al, 2007, 2009; QIN et al, 2009;. SCHAUSS et al, 2006a;
WILSON et al. , 2006).

Células e tecidos do organismo humano estdo continuamente sofrendo agressdes
causadas pelos radicais livres e espécies reativas do oxigénio, 0s quais sao produzidos durante
0 metabolismo normal do oxigénio ou sdo induzidos por danos exdgenos (MARTINEZ-
FLOREZ, 2002; NIJVELDT et a., 2001; WANG et al., 1999). E nesse sentido os compostos
bioativos provenientes da dieta podem ajudar a suprir esta deficiéncia e também promover
protecdo, prevencao ou reducdo dos efeitos causados pelo estresse oxidativo (HUANG et al.,
2005; PIETTA, 2000).

2.4.1 Antocianinas

Sdo pigmentos amplamente distribuidos na natureza, sollveis em agua e de cor
intensa, responsaveis pela coloragdo azul, vermelha, violeta e plrpura de muitas espécies do
reino vegetal. Pertencem ao grupo dos flavonoides, compostos fendlicos caracterizados por
apresentar o nucleo basico flavilium (cation 2-fenilbenzopirilio), o qual consiste de dois anéis
aromaticos unidos por uma unidade de trés carbonos, que sdo condensados por um oxigénio.
A molécula de antocianina € constituida por duas ou trés porcGes, uma aglicona
(antocianidina), um grupo de acucares e, frequentemente, um grupo de &cido organico
(FRANCIS, 1989; JACQUES, ZAMBIAZI, 2011).

Aproximadamente 22 agliconas sdo conhecidas, das quais 18 ocorrem
naturalmente e apenas seis (pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e
malvidina) sdo importantes em alimentos (FRANCIS, 2000).

As antocianinas possuem espectro de cor que vai do vermelho ao azul,
apresentando-se também como uma mistura de ambas as cores resultando em tons de parpura.
Muitas frutas, hortaligas, folhas e flores devem sua atrativa coloracgdo, a esses pigmentos que
se encontram dispersos nos vactolos celulares (DEGASPARI, 2004). A formacdo do
glicosideo e a maior presenca de grupos OCH3 conferem, em geral, cor mais avermelhada e
maior estabilidade a oxidacdo e ao calor do que o aumento das hidroxilag@es, que por sua vez

proporcionam predominio das cores rosa e azul (BELITZ et al., 2009).
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Além disso, podem prevenir danos causados pelos radicais livres através de varios
mecanismos, como por exemplo, o carreamento direto do radical livre. As antocianinas sdo
oxidadas pelos radicais, resultando em um radical menos reativo e mais estavel (NIJVELDT,

2001) de acordo com a equacdo abaixo.

Antocianina (OH) + R* > Antocianina (O*) + RH

onde: R* = radical livre e O* = radical livre de oxigénio.

Este mecanismo ilustra a importancia dos grupos hidroxilas para a elevada
capacidade antioxidante das antocianinas, como por exemplo, das delfinidinas e cianidinas
(KUSKOSKI et al, 2004).

Em solucdes aquosas, as antocianinas apresentam diferentes estruturas quimicas
em equilibrio. Quando o pH se encontra abaixo de 2,0, as antocianinas apresentam coloragéo
intensamente avermelhada devido ao predominio da forma cation flavilium (AH+). Com o pH
em torno de 4,5 é observado um equilibrio entre a pseudo base carbinol ou forma hemicetal,
incolor e chalconas. Com o aumento do pH ocorre uma rapida desprotonacao resultando na
formagéo predominante da base quinoidal (A) que tem coloragdo azul (BOBBIO; BOBBIO,
1995; GIUST, WROLSTAD, 2001).

2.4.2 Compostos Fenolicos

Os compostos fendlicos sdo amplamente estudados, entre outras razbes por
possuirem potencial atividade antioxidante, o que € interessante para a industria de alimentos
tanto pela possibilidade de serem utilizados como conservantes naturais de alimentos, quanto
pela possibilidade de conferirem alegacbGes funcionais aos alimentos que 0s contenham
(MORAES-DE-SOUZA et al., 2008).

Os mais importantes metabolitos fenodlicos sdo os acidos fenolicos (acidos
hidroxibenzdicos e hidroxicinamicos), os polifendis e os flavonoides. O sabor amargo e
adstringente da maioria dos alimentos e bebidas que contém essas substancias se deve a
presenca destes compostos (DRENOWNOSKI; GOMEZ-CARNEIRQOS, 2000).

O teor e a composicdo dos compostos fendlicos podem ser influenciados por
fatores intrinsecos e extrinsecos da planta. Alguns exemplos de fatores intrinsecos sdo: a

cultivar, a variedade e o estadio de maturacdo. E os fatores extrinsecos sdo: as condicdes
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ambientais (indice de precipitacdo pluviométrica, umidade relativa, exposicao a luz), altitude,
ataque de herbivoros, bactérias e fungos eo cultivo e manejo (BECKMAN, 2000)

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente a sua
estrutura quimica e as propriedades redutoras. Estas caracteristicas desempenham uma funcgéo
importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transicao,
agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao do processo oxidativo. As substancias
intermediarias formadas pela acdo de antioxidantes fenolicos sdo relativamente estaveis,
devido a ressonancia do anel aromatico presente nesta estrutura, contendo um ou mais grupos
hidroxilas (PIMENTEL et al, 2005; SOUSA et al, 2007).

25 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO RADICAL DPPH (2,2-DIPHENYL-1-
PICRYLHYDRAZYL)

Os radicais livres e outros oxidantes, vem sendo considerados nos Ultimos anos
como grandes causadores de varias doengas como cancer, doencas cardiovasculares, catarata,
declinio do sistema imune, disfuncGes cerebrais e diabetes mellitus tipo | (SOUSA et al.,
2007).

A producéo de radicais livres ocorre naturalmente durante acGes cataliticas de
enzimas, no metabolismo celular ou pela exposicdo a fatores exdgenos (BIANCHI et al.,
1999; BARREIROS et al., 2006). Um organismo encontra-se sob estresse oxidativo (EO)
qguando ocorre um desequilibrio entre sistemas pro-oxidantes e antioxidantes, de maneira que
0s primeiros sejam predominantes. O excesso desses radicais pode ser combatido por
antioxidantes produzidos pelo corpo ou adquiridos de forma exdgena (BIANCHI et al. 1999;
SCHNEIDER et al., 2004).

De acordo com Sousa et al. (2007), denominam-se antioxidantes, as substancias
gue presentes em concentracdes baixas, comparadas ao substrato oxidavel, retardam
significativamente ou inibem a oxidacao do substrato (BARREIROS et al., 2006).

Nesse sentido, evidéncias epidemioldgicas crescentes do papel de alimentos
antioxidantes na prevencao de certas doencas tém conduzido ao desenvolvimento de grande
nimero de métodos para determinar a capacidade antioxidante (PEREZ-JIMENEZ; SAURA-
CALIXTO, 2006). Estes métodos podem ser baseados na captura do radical peroxila (ORAC,
TRAP), poder de reducdo do metal (FRAP; CUPRAC), captura do radical hidroxila (método

de desoxirribose), captura do radical organico (ABTS, DPPH), quantificacdo de produtos
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formados durante a peroxidacdo de lipidios (TBARS, oxidacdo do LDL, co-oxidagdo do f-
caroteno) (SANCHEZ-MORENO, 2002; ARUOMA, 2003), etc.

Dentre estes métodos, o ABTS, FRAP, DPPH e ORAC sdo alguns dos mais
usados atualmente (PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006). Considerados féceis,
rapidos e seguros, os métodos que envolvem o sequestro de radicais livres, ABTS e DPPH,
avaliam a capacidade antioxidante pelo mecanismo de transferéncia de elétrons (SANCHEZ-
MORENO, 2002).

O método de DPPH esta baseado no descoramento de uma solu¢do composta por
radicais estaveis DPPHe de cor violeta quando da adi¢cdo de substancias que podem ceder um
atomo de hidrogénio (BRAND-WILLIAMS, 1995; HUANG; PRIOR, 2005). O método de
inibicdo de radicais DPPHe baseia-se na transferéncia de elétrons de um composto
antioxidante para um oxidante e utiliza quantidades significativas de reagentes, padrdes e
amostras (DUARTE-ALMEIDA, 2006).

2.6 ALIMENTOS FUNCIONAIS

O principal papel da dieta consiste em fornecer nutrientes suficientes para atender
necessidades metabdlicas, dando ao consumidor uma sensacdo de satisfacdo e bem-estar.
Estudos recentes, no entanto, apoiam a hipdtese de que, além de atender as necessidades
nutricionais, a dieta pode modular véarias funges fisioldgicas, desempenhando papéis crucias
guanto aos prejuizos ou beneficios a satde (KOLETZKO et. al., 1998).

Historicamente, o estado nutricional das populacGes é afetado pela alta ingestdo
de acucares, sal, &cidos graxos saturados e gorduras trans, baixa ingestdo de fibras, vitaminas
e minerais essenciais. Estes habitos sdo os principais causadores de doencas cronico-
degenerativas. Assim, para reduzir o risco destas enfermidades, foi proposto o
desenvolvimento de novos produtos alimenticios que contenham substancias biologicamente
ativas, surgindo dessa forma, os alimentos funcionais (ROBERFROID, 2002).

Alimento funcional é definido como alimento semelhante em aparéncia ao
alimento convencional que consumido como parte da dieta usual, pode proporcionar
beneficios para a saude, produzindo efeitos metabdlicos e fisiologicos uteis na manutencéo de
uma boa saude fisica e mental, e auxiliando na reducdo do risco de doencas cronico-
degenerativas, além das suas fungdes nutricionais basicas (LAJOLO, 2001; MARRIOTT,
2000; SANDERS, 2003).
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Todos os alimentos sdo funcionais em algum nivel fisiolégico, pois eles fornecem
nutrientes e outras substancias que fornecem energia, sustentam o crescimento,
mantém/reparam processos Vitais. Entretanto os alimentos funcionais ultrapassam essas
necessidades fornecendo beneficios adicionais de satde que podem reduzir ricos de doencas
ou simplesmente promover saude. Alimentos funcionais incluem: alimentos convencionais,
alimentos modificados (fortificados, enriquecido ou aprimorado), alimentos medicinais e
alimentos para dietas especiais (AMERICAN DIETETIC ASSOCIATION, 2009).

A crescente demanda por estes alimmentos tem impulsionado os investimentos na
area de pesquisa e desenvolvimento pelas industrias alimenticias (MICHIDA et al, 2006). No
Brasil, o Ministério da Saude através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
exige que o alimento ou ingrediente que reivindicam propriedades funcionais, ndo pode fazer
referéncia a cura ou prevencdo de doencas (BRASIL, 1999a; BRASIL, 1999b).

De acordo com Food Processing (2009) e Granato et al (2010), o mercado de
alimentos funcionais no Brasil foi responsavel por 1% (U$ 500 milhdes) das vendas totais de
alimentos em 2007 sendo a maior parte deste mercado (65%) composta por produtos
probidticos. Mundialmente, os ingredientes, suplementos e alimentos probiéticos comp&e um
mercado de U$ 16 bilhdes em 2008 e estima-se que a venda destes produtos pode chegar a
19,6 bilhdes dolares em 2013 (GRANATO et al, 2010).

Ao mesmo tempo em que ha um avango no desenvolvimento de novos produtos,
ha também aumento no nivel de exigéncia dos consumidores. Ndo ha davidas de que os
produtos lacteos sdo alimentos funcionais, uma vez que sdo a melhor fonte de calcio
disponivelessencial na prevencao da osteoporose e cancer de célon. (DA SILVA, 2007).

A incorporacdo de microrganismos probidticos como adjuntos dietéticos em
diferentes produtos lacteos tem reforcado suas propriedades funcionais, resultando em
aumento no consumo (KRISTO et. al., 2003), por apresentarem excelentes caracteristicas
sensoriais (VINDEROLA et. al., 2000).

Em derivados lacteos as bactérias probidticas mais utilizadas sdo Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium (FIORAMONTI et. al., 2003; GOMES; MALCATA, 1999;
LOURENS-HATTINGH; VILJOEN, 2001a). Estes microrganismos apresentam diversas
caracteristicas em comum como, por exemplo, sdo seguros ou Generally Regarded As Safe
(GRAYS), apresentam capacidade de adesdo a mucosa intestinal e sdo tolerantes aos acidos e a
bile (DUNNE et al., 2001).

2.6.1 Probioticos
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Os probioticos sdo definidos como "microrganismos Vvivos que quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a satde. Vérios critérios de
selecdo foram aplicados na triagem de novas estirpes de probidticos que podem ser
categorizados em trés grupos: seguros, funcionais e com aspectos tecnoldgicos. (PIMENTEL,;
MATTO et. al., 2012).

Visto que microrganismos viaveis e biologicamente ativos sdo necessarios em
locais especificos para gerar um beneficio a salde, as culturas de probidticos transportadas
por alimentos devem primeiramente sobreviver ao processamento dos alimentos e as
condicdes de armazenamento e finalmente as barreiras naturais do organismo (ROLFE, 2000;
MINELLI, BENINI, 2008), para posteriormente colonizar o intestino, mesmo que
temporariamente, para efeito benéfico ao hospedeiro, alem disso, estes microrganismos nédo
devem apresentar enteropatogénicidade ou enteropatotoxidade (OLIVEIRA et. al., 2002).

Szajewska; Mrukowicz (2005) estabelecem critérios que designam uma bactéria
probidtica:

e Ser de origem humana;

e Ter propriedades ndo patogénicas;

e Ser resistente ao processamento tecnoldgico;

e Apresentar-se estavel em meio acido;

e Aderir ao tecido epitelial alvo;

e Ter persisténcia no trato gastrointestinal;

e Produzir substancias antimicrobianas;

e Apresentar influéncia sobre o sistema imunoldgico e nas atividades

metabolicas.

Vérios mecanismos de acdo tém sido propostos para explicar os efeitos benéficos
dos probioticos. Tais mecanismos ainda ndo foram completamente elucidados, entretanto,
podem envolver a modificacdo do pH intestinal, acdo contra patdégenos através da producéo
de compostos antimicrobianos, competicdo por sitios de adesdo, nutrientes e fatores de
crescimento, estimulo das células do sistema imunologico e producéo de lactase (COLLADO
et al., 2009). Contudo, é importante salientar que os efeitos benéficos a salde atribuidos a
ingestdo de probidticos, assim como seu mecanismo de atuagdo no organismo S&o
dependentes do tipo de cepa (BURGAIN et al., 2011).

Os microrganismos utilizados como probioticos sdo pertencentes ao grupo das
bactérias acido-laticas e de acordo com a resolu¢cdo RDC n° 2, de 7 de janeiro de 2002, o0s

probidticos sdo classificados em Lactobacillus, Bifidobacterium e Streptococcus salivares,
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(sendo os dois primeiros mais empregados em produtos alimenticios) e sdo capazes de
transformar quimicamente os alimentos, facilitando a digestibilidade (ROCHA, 2011). Os
Lactobacillus e as Bifidobacterium tém sido isolados de todas as porgdes do trato
gastrointestinal de humanos saudaveis, sendo que o local de preferéncia para colonizagédo
intestinal destes microrganismos séo, respectivamente, o ileo terminal e o colon (BIELECKA;
etal., 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 10%-10° Unidades Formadoras de Colonia (UFC), realizada através da ingestdo de 100 g de
produto contendo 10° — 10" UFC/g ou mL (BRASIL, 2007).

As bifidobactérias sdo habitantes naturais do intestino humano e animal, sendo
sua populacdo influenciada pela idade, dieta, antibioticos, estresse entre outros fatores
(ARUNACHALAM, 1999). Estes microrganismos sdo considerados probiodticos e foram
incorporados em diversos produtos alimenticios, tais como: iogurtes (AWAISHEH, et. al.,
2005; KAILASAPATHY, et. al., 2008; RAMCHANDRAN; SHAH, 2010), sorvetes (AKIN,
et al., 2007; TURGUT; CAKMAKCI, 2009) e queijos (ONG, et. al., 2007; FRITZEN-
FREIRE et. al., 2010).

Estes microrganismos caracterizam-se por serem bastonetes gram-positivos,
anaerobios, no entanto, alguns sdo tolerantes ao oxigénio, possuem formato de Y e requerem
nutrientes especiais, o que dificulta seu isolamento e a sua multiplicacdo em laboratorio
(MENEZES, 2007).

Vaérios fatores foram considerados como determinantes para afetar a viabilidade
das bifidobactérias, incluindo acidez, pH, tempo e temperatura de armazenagem, € o teor de
oxigénio (PICOT; LACROIX, 2004; RANADHEERA et. al., 2010). Sua temperatura de
crescimento situa-se entre 20°C a 46°C e morrem a 60°C. O pH 6timo para a multiplicacédo
destas bactérias esta entre 6 e 7, com praticamente nenhuma multiplicacdo em pH < 5,1 ou pH
> 8 (SHAH, 2007).

Em humanos, espécies de bifidobactérias sdo consideradas benéficas por
produzirem os acidos latico, acético e pequena quantidade do acido formico sem geracdo de
CO,, reduzindo assim o pH do colon e inibindo a proliferacéo de patdgenos, mostrando, dessa
forma, sua acédo probidtica (ALTIERI, 2008; DA SILVA, 2007; FLORENCE, 2009).

O género Lactobacillus foi isolado e classificado no ano de 1901 por Otto Kandler
e Norbert, e atualmente ja se conhecem mais de 100 espécies e subespécies. Constituem-se

em bastonetes, gram-positivos, ndo esporulados, aerébios ou anaerdbios facultativos, que se
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dispde em forma de cadeias de diferentes tamanhos (SAARELA et al., 2000; GIRAFFA et al.,
2010).

A distribuicdo é afetada por fatores ambientais, como: pH, disponibilidade de O,
nivel de substancias especificas, presenca de secrecOes e interagdes bacterianas (VIEIRA,
2011). Sua multiplicacdo pode ocorrer até 45°C, sendo a multiplicacdo 6tima entre 35-40°C. A
tolerancia destes microrganismos a acidez varia de 0,3% a 1,9% de &cido lactico, com pH
6timo entre 5,5-6,0 e a sua multiplicacéo é reduzida em pH abaixo de 4,0 (SHAH et al., 1995;
FERNANDEZ-GARCIA et al., 1998; SHAH, 2007).

Muitos estudos tém evidenciado o papel benéfico de Lactobacillus acidophilus no
hospedeiro, j& que este microrganismo foi efetivo na inibicdo de adesdo de patdgenos in vitro
(COCONNIER et al. 1993) e capazes de sintetizar vitaminas como acido ascérbico, niacina e
vitamina B12 (SHAH, 2007). Além disso, este microrganismo tem atividade lipolitica que
influéncia o valor nutricional do iogurte suplementado, e proteolitica atuando na producao de
diacetil, acetoina e &cidos volateis (acético, formico, caprdico, caprilico, butirico, entre
outros), semelhante a atuacdo L. bulgaricus. (GOMES; MALCATTA,1999).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o comportamento dos compostos bioativos, atividade antioxidante e pés-
acidificacdo refrigerada em produtos lacteos fermentados com acai e camu-camu durante 28

dias de armazenamento.

3.2 Objetivos especificos

e Elaborar iogurtes e leites fermentados com frutos nativos da Amazodnia seguindo 0s
padrdes previstos pela Legislacdo Brasileira;

e Caracterizar fisico-quimicamente e nutricionalmente os produtos lacteos fermentados,
assim como as polpas de acai e camu-camu;

e Acompanhar a pos-acidificagdo dos produtos lacteos fermentados durante 28 dias de
armazenamento refrigerado;

e Quantificar os compostos bioativos e o potencial antioxidante dos produtos lacteos
fermentados adicionados de fruta, assim como nas polpas de acai e camu-camu;

e Acompanhar o comportamento dos componentes bioativos e atividade antioxidante
dos leites fermentados durante 28 dias de armazenamento;

e Acompanhar o desenvolvimento microbiano por meio contagem de bactérias
probidticas;

e Determinar a aceitabilidade dos leites fermentados por meio de analise sensorial.
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4. JUSTIFICATIVA

Ja é reconhecida a relacdo entre a ingestao de frutos e vegetais e a diminuicdo do
risco de desenvolvimento de diversas doengas cronico-degenerativas, em funcdo dos
beneficios de saude promovidos por substancias bioativas presentes nestes alimentos.
Entretanto, com o ritmo acelerado da vida moderna, grande parte da populacdo mantém em
sua rotina, habitos alimentares pouco saudaveis, que reduzem ou excluem a ingestao de frutas
e hortalicas da dieta diaria, podendo contribuir de forma significativa para o aparecimento de
patologias que poderiam ser prevenidas através da alimentag&o.

Nesse sentido, o planejamento e producéo de alimentos que unam a facilidade do
consumo com propriedades nutritivas e funcionais caberiam como alternativa de melhora nos
habitos alimentares e consequentemente, com a prevencdo de enfermidades relacionadas a
falta de nutrientes essenciais a dieta. Os produtos lacteos fermentados sdo alimentos
amplamente aceitos no mercado de produtos industrializados, e atualmente apresentam
diversidade de possibilidades de consumo, pois variam sua composicdo nutricional para
atender consumidores com restricdes alimentares, como diabéticos e intolerantes/alérgicos a
lactose, atletas, pessoas que desejam manter a boa forma, entre outros, sendo, portanto,
produtos com excelente versatilidade, aceitabilidade e com 6timas propriedades tecnolégicas
e nutricionais.

Outra vertente relacionada a producdo de lacteos fermentados € a insercdo de
microrganismos probidticos (bactérias vivas capazes controlar a flora intestinal, evitando
possiveis desconfortos gastrointestinais), na formulacdo do produto, tendéncia que esta se
consolidando no mercado alimenticio, por trazer uma nova linha de alimentos com
propriedades funcionais. A associacdo dos produtos lacteos fermentados (iogurtes) com frutas
é uma realidade desde a década de 60, partindo como tentativa de aumentar a aceitabilidade
do produto e suplementa-lo com vitaminas ausentes na composicdo do leite. Entretanto a
suplementacdo de iogurtes e leites fermentados é feita comumente com frutas consagradas
como, morango, uva e ameixa, porém mais recentemente, também estdo sendo utilizados o
mamao e a graviola.

Com o crescimento da fruticultura Amazodnica, devido e a expanséo da divulgagéo
e exportacdo do acai, as frutas nativas da Amazdnia, comegam a ganhar espago nos mercados,
mediante a alegacdo de suas potencialidades nutricionais. Nesse sentido, este trabalho objetiva

desenvolver iogurtes e leites fermentados adicionados de polpa de frutas nativas da
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Amazonia (acai e camu-camu) e e verificar o comportamento dos componentes bioativos
durante o armazenamento refrigerado de 28 dias.

A manutencdo das propriedades bioativas de frutos nativos da Amazdnia em

produtos lacteos fermentados € pouco estudada e, portanto representa uma inovacao para a

industria de alimentos e para a comunidade cientifica, além de estimular a producdo local de

frutos e a agroindustrializagdo com consequente verticalizagdo de produtos regionais.



36
5. MATERIAL E METODOS

5.1 OBTENCAO DAS POLPAS DE FRUTA

A polpa de camu-camu foi obtida a partir de frutos provenientes plantas
localizadas nas proximidades do Rio Urubu situado na regido da Serra da Lua, municipio de
Boa Vista. Cerca de nove quilos de frutos foram coletados no més de maio de 2014, préximo
ao término da safra da cultura, embalados em sacos plasticos com capacidade para 2kg e
armazenados em isopor com gelo em escama, para em seguida serem transportados até o local
do despolpamento (Figura 3). Os frutos, integros, sem injurias e com 85% das cascas
vermelhas com pequena mancha verde clara do lado ndo exposto ao sol (SILVA, 2012),
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
submetidos a despolpadeira, sem adicdo de agua e o produto obtido foi acondicionado em
sacos plasticos com capacidade de 1 litro e transportados para o Laboratorio de Tecnologia de
Produtos Agropecuarios (LTPA) da Escola Agrotécnica da Universidade Federal de Roraima
(EAQro/UFRR). A polpa foi acondicionada em embalagens de 200 mL e submetidas a
pasteurizacdo a 95 °C durante 5 minutos e resfriadas até alcancar temperatura de 19-22 °C
para entdo ser congelada a -18 °C até o momento da producdo dos leites fermentados e

iogurtes.

(A) ) (B)

(©)
Figura 3 - Etapas de coleta e higienizacdo dos frutos de camu-camu. (A) Coleta dos frutos, (B) Frutos
embalados em sacos plasticos de 2 kg, (C) Frutos pos-higienizacao.
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A polpa de acai foi adquirida pomar particular situado no municipio de Boa Vista
entre os meses de fevereiro e margo de 2014, totalizando 5 kg 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. Para o
despolpamento, os frutos foram colocados de molho em agua a temperatura de 50°C durante
45 minutos, com posterior pesagem e adi¢cdo de agua, a mesma utilizada no molho na
propor¢do 1,5:1 (v/p) agua/fruto (Figura 4). Posteriormente os frutos foram levados a
despolpadeira e a polpa acondicionada em embalagens plasticas com capacidade de 200 mL,
submetida a pasteurizacdo a 95 °C por 5 minutos, resfriada até alcancar temperatura de 19-22
°C para entdo ser congelada a -18 °C até 0 momento da producdo dos leites fermentados e
iogurtes.

<© (D)

Figura 4 - Processamento da polpa de acai. (A) Frutos do agai retirados dos cachos, (B) Frutos de molho em
dgua a 50 °C, (C) Despolpamento e (D) Polpa batida e frutos prontos para despolpamento.

5.2 PROCESSAMENTO DOS LEITES FERMENTADOS E IOGURTES

Os leites fermentados (LF) e os iogurtes (10) foram processados no Laboratério
de Tecnologia de Produtos Agropecuéarios da Escola Agrotécnica da Universidade Federal de
Roraima (LTPA/EAgro), sendo elaborados com leite UHT (Ultra High Temperature)
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padronizado em 3,0% de gordura, adicionado de 8% de acgucar, 4% de leite em po6 desnatado e
culturas bacterianas probidticas e tradicionais de uso direto, ou seja, sem necessidade de
suspensdo e reativacdo para producao dos fermentados.

Para o processamento do leite fermentado foi utilizado 0,08% de culturas
probidticas contendo Streptococcus termophillus, Bifidobacterium BB-12 (BB-12) e
Lactobacillus acidophilus (LA-5), presentes no fermento Bio Rich® da Chr Hansen, sendo
incubado em estufa com circulacdo de ar a temperatura de 41 £ 3 °C durante 4 horas.
Enquanto que para a elaboracdo do iogurte, foram utilizados 1,5% de culturas tradicionais
contendo Streptococcus termophillus e Lactobacillus bulgaricus disponiveis em fermento
Ricaferm YRO3 da empresa Ricanata, com incubagcdo em estufa com circulacdo de ar a
temperatura de 43 £+ 3 °C por 4 horas. As inoculagGes tanto das culturas probidticas, quanto
das culturas tradicionais no leite UHT, foram realizadas em fluxo laminar, a fim de evitar
possiveis contaminacGes aos produtos fermentados.

Ap6s o tempo de incubagdo, o leite fermentado e iogurte foram resfriados e
mantidos a 12 + 2 °C durante 6 horas em incubadora B.O.D. Apds este periodo a temperatura
foi ajustada para de 4 £ 2 °C, onde permaneceram até completar 24 horas, tempo suficiente
para desenvolvimento dos sabores e aromas resultantes do metabolismo dos microrganismos
laticos. Passado o periodo de maturacdo de 24 horas, foram acrescentadas polpas de acai e
camu-camu nas concentracdes de 5%, 10%, 15% e 20% (p/p) (BRASIL, 2007). Os leites
fermentados e os iogurtes de fruta, cerca de 25 £ 2 g, foram acondicionados em embalagens
de polietileno tereftalato (PET) com taxa de permeabilidade ao oxigénio de 94 cm®/m?.dia
(FARIA, 2001) e capacidade de 145 mL e mantidas sob refrigeracdo em temperatura de 4 + 2
°C durante 28 dias. Além dos leites fermentados e iogurtes adicionados de polpa de fruta,
foram separados e acondicionados iogurtes naturais, ou seja, sem adi¢cdo de polpa e nas
mesmas condi¢fes experimentais, para constituicdo do tratamento controle durante a
avaliacdo da poés-acidificacdo de armazenamento destes produtos. O fluxograma de

processamento do iogurte e leite fermentado esta apresentado na Figura 5 e Figura 6.
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Figura 5 — Fluxograma do processamento de leite fermentado e iogurte com polpa de camu-camu e acai.
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Figura 6 — Etapas de processamento dos leites fermentados e iogurtes com acai, na sequéncia: coagulacao e

adicéo de polpa de agai.

Os produtos fermentados produzidos foram codificados de acordo com o tipo de

bactérias e percentuais de polpa adicionados, e estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Tipo de bactérias, tipo de produto fermentado, percentual de polpa de fruta adicionada e

codificagdo das amostras.

. ) Tipo de produto % de
Tipo de bactéria

Codificacao das

fermentado polpa amostras
Bactérias probidticas _ LFA nat LFC nat
(combinacéo de Streptococcus 5 LFA 5% LFC 5%
termophillus, Bifidobacterium Leite fermentado 10 LFA 10% LFC 10%
(BB-12) e Lactobacillus 15 LFA 15% LFC 15%
acidophilus (LA-5) 20 LFA 20% LFC 20%
o S ] - IA nat IC nat
Bactérias tradicionais do iogurte
5 IA 5% IC 5%
ou culturas starter (Streptococcus
) _ logurte 10 1A 10% IC 10%
termophillus e Lactobacillus
) 15 1A 15% IC 15%
bulgaricus)
20 1A 20% IC 20%

LFA: Leite fermentado com acai; LFC: leite fermentado com camu-camu; IA: iogurte com acgai; IC: iogurte com

camu-camu; Nat: iogurte ou leite fermentado sem adicéo de polpa de fruta.
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Os iogurtes com camu-camu e com acai foram elaborados para se estabelecer
comparagao com os leites fermentados quanto aos resultados dos estudos de pos-acidificagéo,
cor instrumental, quantificagdo de componentes bioativos e atividade antioxidante, a fim de
avaliar o comportamento das bactérias probidticas nos leites fermentados, em relacdo aos
microrganismos tradicionais presentes nos iogurtes e verificar de que forma o0s
microrganismos probioticos influenciam estas caracteristicas, em relagdo produto original, o

iogurte.

5.3. ANALISES FiSICO-QUIMICAS E DE COMPOSICAO NUTRICIONAL

As anélises fisico-quimicas e de composicdo nutricional foram realizadas nos
frutos e nos leites fermentados elaborados. As analises realizadas nos frutos tiveram o
objetivo de verificar a qualidade das polpas de fruta e a influéncia dos componentes
nutricionais, como proteinas e gorduras, na constituicdo final dos produtos fermentados.
Tanto os frutos quanto os leites fermentados, foram avaliados em triplicata para as
caracteristicas fisico-quimicas e de composi¢do nutricional. Os resultados da composicao

centesimal foram expressos em g 100 g™* de amostra.

5.3.1 pH - determinado por potenciometria a partir da leitura direta nas polpas e nosLF em
amostra homogeneizada (IAL, 2008);

5.3.2 Acidez titulavel (AT) - determinada nas polpas e nos LF de acordo com IAL (2008).
Os resultados foram expressos em g de écido citrico 100 g™ para as polpas de fruta e
em g de 4cido latico 100 g* para os 10 e LF;

5.3.3 Sdlidos soltveis (SS) - determinados por refratometria, usando o refratbmetro
Shimadzu, com correcdo de temperatura, utilizando-se uma gota de suco puro e dos
LF, expressando-se o resultado em °Brix (IAL, 2008);

5.3.4 Umidade - determinada pela secagem das polpas em estua a 105 °C até peso constante
IAL (2008);

5.3.5 Sdlidos totais - determinados pela secagem das polpas em estufa a 105 °C até peso
constante (1AL, 2008);

5.3.6 Proteinas - determinadas pelo método Kjeldahl seguindo as recomendacbes do IAL
(2008). O fator geral de conversdao de 6,25 e 6,38 foi aplicado para calcular as

proteinas nas polpas e nos LF respectivamente;
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5.3.7 Lipidios totais — determinados, tanto nas polpas, quanto nos LF através do método de
Bligh; Dyer (1959);

5.3.8 Cinzas - determinadas em todas as amostras por meio de incineragdo em mufla a
550°C, segundo IAL (2008);

5.3.9 Extrato seco total — determinado por secagem dos LF em estufa a 105 °C até peso
constante 1AL (2008);

5.3.10 Extrato seco desengordurado (EST) — determinado por diferenga entre o percentual de
EST e o de lipidios totais;

5.3.11 Acucares totais e redutores: determinados nas polpas e nos LF conforme metodologia
de IAL (2008);

5.3.12 Célculo de valor calorico (kcal): foi obtido aplicando-se os fatores de Atwater 4 - 9 — 4
kcal/g para os valores de proteinas, lipidios e carboidratos totais, respectivamente, nas
polpas e nos LF, segundo ANDERSON et al. (1988) e a Resolu¢do RDC n°360, de 23
de Dezembro de 2003.

5.4 ESTUDO DE POS-ACIDIFICACAO DOS LEITES FERMENTADOS E IOGURTES

Os estudos de pds-acidificacdo foram realizados nos iogurtes e leites fermentados
em todas as concentracOes de polpa, e nos respectivos tratamentos controles (LFA nat e LFC
nat e 1A nat e IC nat). Os produtos fermentados foram avaliados em trilplicata no dia 0 e a
cada 7 dias durante um periodo de 28 dias quanto aos valores de pH e acidez titulavel em

4cido latico (g de 4cido latico 100g ™) seguindo recomendacdes de IAL (2008).

5.5 ANALISE COLORIMETRICA

A cor instrumental foi avaliada apenas para os LFA e IA, uma vez que para 0S
produtos fermentados de camu-camu, apds testes preliminares, ndo se verificou variacdo dos
pardmetros de cromaticidade, em funcdo da coloragdo branca dos produtos a base de camu-
camu. As avaliacdes de cor foram realizadas no dia O e a cada 7 dias durante um periodo de
28 dias de armazenamento, pela leitura direta de reflectancia do sistema de coordenadas
retangulares “L*” (luminosidade), “a*” (intensidade de vermelho e verde) e “b*” (intensidade
de amarelo e azul), empregando a escala de cor CIELAB, utilizando Spectrophotometer CM-5

(Konica Minolta).
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5.6 CONTAGEM DE BACTERIAS PROBIOTICAS

As contagens das culturas probidticas 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 avaliacdo. Amostras de 10g de leite fermentado foram
diluidas em 90 mL de 4gua peptonada salina 0,1% estéril, sendo estabelecida a diluicdo 10™.
Este conjunto foi agitado vigorosamente durante 1 minuto para homogeneizacdo do sistema.
A partir desta diluicdo, foi tomado 1 mL que foi diluido em 9 mL de agua peptonada,
formando a diluicdo 10™. Esta etapa de diluicdo sequencial foi repetida até 10° e as bactérias
foram inoculadas a partir de 1 mL de cada diluicdo pela técnica de plagueamento em

profundidade (pour plate).

5.6.1 Contagem de Bifidobacterium (BB-12)

Para contagem das colbnias de Bifidobacterium (BB-12), o agar MRS (Man,
Rogosa and Sharpe) (ACUMEDIA) foi modificado para agar MRS-LP, contendo 0,2% de
cloreto de litio 0,3% de propionato de sodio. Em seguida todos os ingredientes do agar MRS-
LP foram dissolvidos em agua fervente e esterilizados a 121 °C durante 15 minutos. O pH do
meio foi ajustado para 6,7 £ 2 com NaOH a 1N (LAPIERRE, et al., 1992). As placas foram
incubadas utilizando jarras de anaerobiose pelo método da combustdo com auxilio de uma
vela, sendo a jarra hermeticamente fechada e mantida a 37 + 1°C por 72 horas (Figura 7). A
vela queima até que o oxigénio seja esgotado e uma atmosfera microaerdéfila seja estabelecida,
favorecendo o crescimento dos BB-12. Os resultados foram expressos em log unidade
formadora de coldnia por grama (log UFC g*) (VINDEROLA; REINHEIMER, 1999).

5.6.2 Contagem de Lactobacillus acidophilus LA-5

Para contagem dos L. acidophilus foi utilizado o agar MRS-M (Man, Rogosa and
Sharpe — Maltose) (ACUMEDIA), ja que a solucdo de maltose (NEON) adicionada ao meio
permite apenas o crescimento desse microrganismo. Para o preparo da solucdo de maltose, 25
g de maltose foi dissolvida em 50 mL de agua destilada e esterilizada passando atraves de
uma membrana filtrante de 0,45 pum (Millipore®). Apds o processo de filtragdo, foi
adicionado 4 mL/100 mL da solugdo de maltose ao meio MRS previamente esterilizado

(autoclave a 121 °C durante 15 minutos), em temperatura em torno de 50 °C. O meio
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adicionado de maltose foi homogeneizado cuidadosamente para evitar a incorporacdo de ar
(VINDEROLA; REINHEIMER, 1999; MORIYA et al., 2006).

Apos a inoculacdo das bactérias, as placas foram dispostas em aerobiose a 37°C
por 72 horas (Figura 7) e os resultados foram expressos em log unidade formadora de coldnia
por grama (log UFC g') (VINDEROLA; REINHEIMER, 1999).

(A) (B)

@ (D)

A (E) (F)

Figura 7 — Etapas de incubac&o de bactérias probiéticas. (A) Preparo da diluido 10, (B) Diluicdo 10™ dos LFA
e LFC, (C) Diluigdes 10*, 10 e 10®, (D) Placas inoculadas e adicionadas de meio MRS-LP e MRS-M, (E)
Placas para contagem de BB-12 em jarras de anaerobiose e (F) Placas para contagem de LA-5.
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57 QUANTIFICACAO DE COMPONENTES BIOATIVOS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE NAS POLPAS DE FRUTA E NOS PRODUTOS FERMENTADOS

A quantificacdo dos fenolicos totais, antocianinas e capacidade antioxidante, dos
leites fermentados e iogurtes com acai e camu-camu nos teores de polpa de 5%, 10%, 15% e
20% (m/m) foram realizadas no dia 0 e a cada 7 dias durante 28 dias de armazenamento
refrigerado de 4 + 1. °C. Para as quantificacdes foram realizados testes preliminares a fim de
determinar as concentracdes das solucbes estoque a serem preparadas, aliquotas a serem
retiradas e a viabilidade de quantificagdo destes componentes nos leites fermentados e
iogurtes com agai e camu-camu durante o periodo experimental.

Apés as avaliacbes prévias, verificou-se que os leites fermentados e os iogurtes
com camu-camu, ndo apresentaram quantidades quantificaveis de antocianinas a partir do dia
7 de avaliacdo, e, portanto, esta analise ndo foi realizada para os produtos fermentados de
camu-camu. Ja para os leites fermentados e iogurtes com acai, os teores de fendlicos totais,
também j& ndo eram quantificaveis a partir do dia 7 de avaliacdo, e, portanto, ndo foram

determinados durante o periodo estudado.

5.7.1 Preparo das solugdes estoque

Para o preparo das solugdes estoque utilizadas nas quantificacbes de fendlicos nos
produtos fermentados de camu-camu e determinacdo da atividade antioxidante pelo método
de DPPH para os leites fermentados e iogurtes com acai € com camu-camu, aproximadamente
2,5 g destes produtos em todas as concentracdes de polpa (5%, 10%, 15% e 20%) foram
homogeneizados em metanol e transferidos para baldes volumétricos de 5 mL. Para as
quantificacbes nas polpas de acai e camu-camu foram preparadas solugdes metandlicas de 0,5
gmL™e0,2gmL™? atendendo aos mesmos critérios das solucio preparadas para os produtos
fermentados. Em seguida as solugbes metandlicas foram submetidas a sonicacdo em
ultrassom (modelo Unique — 1400 A) por 20 minutos e centrifugadas a 3400 RPM
(CENTRIBIO, modelo 80-2b), também por 20 minutos, sendo o sobrenadante utilizado nas

determinacGes de compostos fendlicos e atividade antioxidante.



46
5.7.2 Determinacdo de fendlicos totais nas polpas de fruta e nos produtos fermentados de

camu-Ccamu

Para a constituicdo das solugdes contendo os compostos fenolicos, foram tomadas
aliquotas da solucéo estoque em triplicata de 216 pL, 105 pL, 70 pL e 53 pL tanto para os
leites fermentados quanto para os iogurtes nas concentracfes de 5%, 10%, 15% e 20%
respectivamente. Para as polpas de camu-camu e acai foram tomadas aliquotas de 10 pL e 100
WL respectivamente. Em seguida foi adicionado 300 pL do reagente de Folin Ciocalteu, 2 mL
de uma solucédo a 15% de carbonato de sédio (Na,CO3) e 4gua destilada para aferir os bales
volumeétricos até volume final de 5 mL, seguindo o método proposto por Genovese; Lannes
(2009) com adaptagdes. As solugdes foram transferidas para tubos de ensaio com capacidade
de 15 mL e centrifugadas a 3400 RPM por 5 minutos, em seguida foram mantidas em repouso
por duas horas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A absorbancia foi medida a 798 nm
em espectrofotdbmetro UV-visivel (modelo UV - mini — 1240 - Shimadzu) e os resultados
obtidos a partir da curva de calibracdo com acido galico e expressos em mg de AGE (acido

galico equivalente) por 100 g de amostra.

5.7.3 Quantificacdo de antocianinas totais

A determinacdo de antocianinas totais foi realizada segundo o método descrito por
Francis (1989), com algumas adaptacdes. Para esta quantificacdo, utilizou-se de 2,5 g dos
leites fermentados e iogurtes com acai nas concentracfes de 5%, 10%, 15% e 20%. Para as
quantificacbes nas polpas de acai e camu-camu foram preparadas solugdes com concentraces
0,25 g mL™ e 0,10 g mL™. As soluces foram homogeneizadas, em triplicata, com solucdo
extratora a base de etanol acidificado com 4&cido cloridrico (HCI 1,5N + Etanol 85:15) e
transferidas para balGes volumétricos de 10 mL onde permaneceram em repouso por 24 horas
ao abrigo da luz e em temperatura ambiente. Apos esse periodo as amostras foram transferidas
para tubos de ensaio com capacidade para 15 mL e centrifugadas durante 20 minutos a 3400
RPM para em seguida serem filtradas em papel de filtro qualitativo. A absorbéancia do filtrado
foi medida a 535 nm em espectrofotdbmetro UV-visivel (modelo UV - mini — 1240 -
Shimadzu), usando como branco, a solucdo extratora. Os resultados foram obtidos de acordo

com a equacéo descrita a seguir:
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mg ) _Absx FD
100g/ 98,2

Antocianinas (
Onde:
e Abs = absorbancia das amostras centrifugadas e filtradas

e FD = fator de diluicdo (razdo do peso da amostra pelo volume final de solugéo)

5.7.4 Determinacéo da capacidade antioxidante pelo método de DPPH nos leites fermentados,

iogurtes e nas polpas de fruta

A capacidade antioxidante foi determinada através da reducdo do DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil) pelos antioxidantes presentes nas amostras e quantificada a partir da
curva de calibracéo utilizando o Trolox como padrdo de antioxidante (BRAND-WILLIANS et
al., 1995; RUFINO et al., 2007) com adaptacGes. Os métodos para construcdo da curva de

calibracéo, preparo e avaliagdo das amostras estdo descritos a seguir :
a) Curva de calibragido com Tolox

Para a construcdo da curva de calibracdo, foram preparadas solucdes metandlicas
de Trolox (5 uM) e de DPPH (0,06 mM) de forma que esta, apresentasse aproximadamente
0,6 de absorbéancia em 515 nm de comprimento de onda. A partir da solugdo de Trolox (5
uM), foram retiradas aliquotas crescentes de 5 pL, 35 pL, 70 pL, 105 pL e 140 pL, para
preparar solucdes com concentragdes variando de 0,0025 a 0,07 uMol 5 mL™. As aliquotas
foram transferidas em duplicata para baldes volumétricos de 5 mL, onde foram adicionados 4
mL de DPPH e o volume aferido com metanol. Ap6s repouso de 30 minutos em ambiente
escuro, as absorbancias das solugdes foram medidas a 515 nm em espectrofotometro UV-
visivel (modelo UV - mini — 1240 - Shimadzu), sendo o metanol utilizado como branco
(Figura 8).
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Figura 8 - Detalhe do descoramento da solucdo de DPPH (0,06 mM) a partir de aliquotas crescentes de Trolox
(5uM) para construgdo da curva de calibragdo. Na sequéncia da esquerda para direita, aliquotas 5 pL, 35 pL, 70
ML, 105 pL e 140 pL.

b) Preparacéo e avaliagio da capacidade antioxidante

As aliquotas retiradas das solucBes estoque preparadas a partir dos leites
fermentados e iogurtes com acai e camu-camu foram otimizadas seguindo recomendacdes de
Nenadis et al., 2004, com adaptacdes, permitindo a observacdo do comportamento das
amostras durante 28 dias de avaliacdo (Tabela 4) . As aliquotas tomadas para a determinacao

da atividade antioxidante nas polpas de acai e camu-camu foram de 100 pL e 40 pL. .

Tabela 4 - Aliquotas utilizadas para determinacao da atividade antioxidante pelo método de DPPH.

Concentracéo de LFC IC LFAelA
polpa (+¢) Aliquotas (uL)
5 67,5 45,0 845,0
10 34,0 25,0 630,0
15 25,5 20,0 420,0
20 15,0 15,0 312,0

As aliquotas foram adicionadas de 4 mL da solucdo de DPPH e o volume
completado com metanol até 5 mL em baldo volumétrico. As solugdes ficaram em repouso
por 30 minutos ao abrigo da luz, e apds esse periodo, as absorbancias foram medidas a 515
nm. Os resultados foram obtidos através da curva de calibracdo e foram expressos em pMols
equivalente de Trolox (uMol TE).



49
5.8 ANALISE SENSORIAL

Os leites fermentados com agai e com camu-camu foram submetidos a analise
sensorial por uma equipe de 60 provadores ndo treinados no LTPA EAgro/UFRR, sendo
aplicados testes de ordenacéo-preferéncia e aceitabilidade mediante escala hedonica.

O teste de ordenacédo-preferéncia foi utilizado para determinar a preferéncia entre
leites fermentados com acai em suas diferentes concentracdes de polpa (5%, 10%, 15% e
20%), assim como para os de camu-camu, obedecendo a mesma logistica. Neste estudo, ndo
foram avaliadas diferencas entre os sabores. O julgador ordenou as amostras estabelecendo
uma escala decrescente das amostras mais preferidas para as menos preferidas. (MINIM,
2006).

A escala hedbnica estruturada de 9 pontos, desde desgostei muitissimo (1) até
gostei muitissimo (9) avaliou os parametros de cor, aroma, sabor, acidez, e aparéncia global
(CHAVES, 2001) dos leites fermentados elaborados neste experimento.

Os provadores receberam aproximadamente 40 mL de cada amostra com
temperatura entre 4 — 8 °C, em copos de plastico descartaveis com capacidade para 50 mL,
codificados com nameros aleatdrios de trés digitos (MININ, 2006).

O modelo de ficha utilizado para avaliar a aceitabilidade dos produtos esta

apresentado na Figura 9.



ANALISE SENSORIAL - Leite fermentado

Nome: Data: _/ /2015
Sexo: Idade:

1. Avalie cada uma das amostras de leite fermentado codificadas e use a escala abaixo para
identificar o quanto vocé gostou ou desgostou de dos atributos COR, AROMA, SABOR,
ACIDEZ e APARENCIA GLOBAL de cada amostra.

9 Gostei muitissimo
8 Gostei muito
7 Gostei moderadamente
6 Gostei levemente
5 Indiferente
4 Desgostei levemente
3 Desgostei moderadamente
2 Desgostei muito
1 Desgostei muitissimo
Amostra Cor Aroma | Sabor Acidez Aparéncia Global
171
222
312
016

2. Das amostras experimentadas, por favor, ordene-as de acordo com sua preferéncia:

Primeiro lugar (preferida)
Segundo lugar

Terceiro lugar

Quarto lugar

Figura 9 - Modelo de ficha de avaliagdo sensorial.
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5.9 ANALISE ESTATISTICA

Nos dados da caracterizacao fisico-quimica e de composi¢do nutricional dos leites
fermentados com acai e com camu-camu apds o processamento (dia 0) foi realizada analise de
variancia (ANOVA), seguido do Teste de Tukey a 5% de significancia para avaliar o efeito
dos teores de polpa nos leites fermentados.

Para andlise dos dados de pds-acidificacdo, de componentes bioativos e de
atividade antioxidante dos leites fermentados e iogurtes, foi estabelecido delineamento
inteiramente casualizado (DIC) em fatorial triplo 2 x 5 x 5 (2 tipos de produtos fermentados x
5 teores de polpa x 5 periodos de avaliacdo) sendo os dados submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) seguido do teste de Tukey e analise de regressdo a 5% de significancia. A
correlacdo de Pearson (r?) foi realizada para verificar a influéncia dos componentes fenélicos
e antocianinas na atividade antioxidante dos leites fermentados e iogurtes com camu-camu e
acai. As correlacdes foram determinadas com auxilio do Microsoft Excel 2010.

Para analise dos dados de cor dos leites fermentados e iogurtes com agcai, foi
estabelecido delineamento inteiramente casualizado (DIC) em fatorial triplo 2 x 5 x 2 (2 tipos
de produtos fermentados x 4 teores de polpa x 2 periodos de avaliacdo) sendo os dados
submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey a 5%, a fim de avaliar
a diferenca total de cor entre os dias 0 e 28 de avalaicéo.

Os dados das contagens de Bifidobacterium BB-12 e Lactobacillus acidophilus
LA-5 expressos em log UFC g* foram avaliados mediante analise de variancia (ANOVA)
seguido do teste de Tukey a 5%, de significancia.

Os dados do teste de ordenacdo foram avaliados com base no teste de soma de
ordens de Friedman, conforme descrito por Minim (2006). Para avaliagcdo dos dados do teste
de aceitabilidade mediante escala hed6nica foi utilizada anélise de variancia (ANOVA) e teste
de Tukey a 5% de significancia.

Os dados foram avaliados utilizando o programa computacional Sistema para
Andlise de Variancia— SISVAR (FERREIRA, 2011).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ANALISES FISICO-QUIMICAS E DE COMPOSICAO NUTRICIONAL

As avaliagdes fisico-quimicas e de composi¢do nutricional das polpas de acai e de

camu-camu estao apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Valores de composicdo nutricional e caracteristicas fisico-quimicas das polpas dos frutos
de camu-camu.

Parametros Camu-Camu Acai
pH 2,50 4,91
Acidez titulavel (g 4c. citrico 100g™) 2,81 0,26
Sélidos Soluveis (°Brix) 10,20 4,50
Umidade (%) 94,04 91,24
Solidos Totais (%) 1,37 8,76
Proteinas (%) 0,08 0,38
Lipidios (%) 0,20 4,01
AcUcares Totais (%) 0,57 1,07
Acucares redutores (%) 0,29 0,84
Cinzas (%) 0,012 0,046
Valor energético (Kcal) 40,73 438,75

A polpa de camu-camu apresentou baixo pH e elevado valor de acidez,
considerada boa caracteristica tecnoldgica para industrializacdo de produtos alimenticios,
consideranto tempo e tipo de tratamento térmico aplicado (MAEDA; ANDRADE, 2003), uma
vez que a necessidade de tempos menores de aplicacdo de calor matém as propriedades
nutricionais de componentes importantes como os compostos fenolicos totais e vitamina C.
desenvolvimento microbiano, entre os quais pode-se citar fungos e principalmente bactérias
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

O valor de pH esta de acordo com os resultados obtidos por Silva et al. (2014),
que encontrou valores de 2,51 em camu-camus de Roraima e por Zanatta; Mercadante (2007)
em frutos de camu-camu produzidos em diferentes regides de Sdo Paulo (2,6 a 2,9). Os

resultado de acidez concordouconcordouram com valores encontrados por Peuckert et. al.
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(2010) (2,18%) e Alves et al. (2002) (2,86%). A polpa de camu-camu néo esta incluida na
Instrucdo Normativa N° 1 de 7 de janeiro de 2000 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) que estabelece o Regulamento Técnico Geral para fixacdo dos
padroes de ldentidade e Qualidade da Polpa de Frutas (PIQ), portanto ndo hd como
estabelecer limites minimos e maximos para as caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais
deste alimento.

A polpa de agai se classificou como alimento de baixa acidez, pois apresentou pH
maior que 4,5, estando susceptivel a contaminacdo microbiana por fungos e bactérias
(FRANCO; LANDGRAF, 2008). O PIQ estabelece que os valores de pH estejam
compreendidos entre 4,0 e 6,2, e portanto, a polpa avaliada neste estudo atende aos requisitos
estabelecidos na legislagdo. Os resultados estdo de acordo com os de Silva et al. (2004) 4,8 e
Oliveira et al. (2011a) 4,6, que estudaram a composicdo dos frutos de Euterpe oleracea para
diferentes finalidades.

Em relacdo a acidez, o PIQ preconiza que os limites minimos e maximos
obedecam a classificacdo da polpa quanto ao teor de solidos totais, que nesse estudo se
enquadrou como acai fino, com teores de solidos entre 8,0% e 11,0% e acidez correspondente
de 0,27 g de &cido citrico 100g™, portanto a polpa de acai atende ao critério previsto e os
resultados de acidez corroboram com os observados por Leite (2015) e Alexandre et al.
(2003).

O teor de solidos sollveis apresentaram valores superiores aos encontrados por
Silva (2012) (6,71 °B) e Alves et al. (2002) gue detectaram valor de 6,36°B, estudando camu-
camus em Roraima e no Para. Segundo Maeda; Andrade (2003) os sélidos sollveis no camu-
camu sdo representados de forma destacada (mais de 40%) por acidos organicos, e 0s
acucares estdo em baixas concentraces, concordoundo com os baixos valores de acgucares
redutores e totais encontrados nesta polpa. Os agUcares totais e redutores estdo de acordo com
os valores encontrados por Silva (2012) — 1,50% e 0,90%, respectivamente, em frutos de
camu-camuzeiro de Roraima, indicando que os frutos apresentam baixo grau de docura e
elevada acidez.

Para a polpa de acai os teores de sélidos sollveis ndo estdo descritos no PIQ,
entretanto, os teores de aglcares totais devem atender o limite maximo 40 g 100 g*, ndo
sendo estabelecidos valores minimos para esta variavel. Os teores de solidos soluveis,
apresentados foram inferiores aos verificados para a polpa de camu-camu, devido a menor
acidez da polpa de acai. Além disso, os baixos valores de agucares totais corroboram com
observacOes de Maeda; Andrade (2003), quanto a contribuicdo desses componentes na

composicgdo do Brix. Os resultados obtidos para SS e agucares totais concordouconcordouram
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com os observados por Neves et al. (2015) que encontram teor de SS de 4,0 °Brix, e agucares
totais de 1,92 %, em acai armazenado sob-refrigeracao.

O teor de umidade, em ambas as polpas, apresentaram valores elevados caracteristicos
de produtos vegetais frescos, indicando que estes frutos sdo pereciveis e passiveis de
contaminacdo microbiana (FRANCO; LANDGRAF, 2008), entretanto, a elevada acidez da
polpa de camu-camu reduz possiveis desenvolvimentos de microrganismos relacionados a
elevada umidade de produto. Os resultados obtidos neste trabalho concordouconcordouram
com os de Dib Taxi (2001) (91,3%.) em camu-camu proveniente do Para e com Nascimento
et al. (2008) (89,18%), em polpas frescas de acai.

Concordoudo com os dados de composicado centesimal de produtos de origem vegetal
e de Peuckert et. al. (2010), o camu-camu apresentou baixos teores de proteinas (0,08%) e de
lipidios (0,20%), justificando o baixo valor energético desta polpa.

Para a polpa de acai, a legislacdo prevé que os percentuais de proteinas e lipidios, em
base seca,sejam de no minimo 5,0% e 20%, respectivamente, e, portanto, as polpas avaliadas
neste trabalho atenderam aos aos padrdes previstos por Brasil (2000). Dentro da composicéao
do acai, pode-se verificar que os lipidios sdo os constituintes de maior concentracdo, sendo o
principal componente na constru¢do do valor energético desta fruta.

Para a avaliacdo dos resultados obtidos nas andlises fisico-quimicas e de
composicdo nutricional dos leites fermentados com acai e camu-camu, foi avaliada a
influéncia dos teores de polpa sobre as variaveis: solidos soltveis (SS), umidade, extrato seco
total (ESD), extrato seco desengordurado (ESD), proteinas, lipidios, cinzas, acUcares totais,
acucares redutores e valor calorico (Tabela 6). A polpa de camu-camu influenciou de forma
significativa as variaveis SS, EST, ESD, acucares totais, proteinas, lipidios e valor calérico,
enguanto a polpa de acai mostrou efeito significativo apenas para as variaveis SS e cinzas

A partir dos valores obtidos para SS, tanto nos LFC quanto nos LFA, verificou-se
reducdo dos teoresconforme o percentual de polpa foi aumentado. Este comportamento,
relaciona-se provavelmente ao aumento no teor de dgua dos produtos em funcdo da adi¢cdo das
polpas. Estes dados concordouram com os resultados observados para a varidvel umidade nos
LFC, onde se verificou 0 aumento de umidade confome o teor de polpa foi aumentado.

A variavel EST mostrou comportamento contrario aos SS, ou seja, diminuiram
significativamente conforme o teor de polpa foi aumentado. Este resultado concordou com 0s
de Silva et al. (2014), que encontraram valores de umidade (77% e 79%) e EST (22% a 20%)
variando de forma inversamente proporcional, conforme os teores de polpa de camu-camu,

foram aumentados.
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Tabela 6 - Composicdo nutricional e caracteristicas fisico-quimicas dos iogurtes nas quatro
concentracdes de polpa de camu-camu e acai

LFC
Caracteristicas

5% 10% 15% 20%

Sdlidos soluveis 19,90a 19,37a 18,23b 17,90b
Umidade (%) 74,71b 76,39 77,16a 77,34a
EST (%) 25,28a 23,61b 22,83b 22,60b
ESD (%) 22,91a 20,83b 19,95b 19,59b

Proteinas (%) 5,32a 4,13b 4,11b 4,00b

Lipidios (%) 2,37d 2,78¢ 2,92b 3,08a

Cinzas (%) 0,91a 0,73a 0,88a 0,85a
Aclicares totais (%) 11,57¢c 12,14b 12,49 12,50a

Acucares redutores (%) 2,52a 2,36b 2,38b 2,26b
Valor caldrico (Kcal) 88,89b 91,10ab 92,68ab 93,72a

LFA

Caracteristicas 5% 10% 15% 20%

Solidos solaveis (Brix) 20,50a 19,03b 18,83b 18,56b
Umidade (%) 79,30a 77,56a 78,80a 78,96a
EST (%) 20,69a 22,44a 21,20a 21,04a
ESD (%) 14,68a 17,15a 16,62a 15,77a

Proteinas (%)” 3,60a 4,56a 4,05a 3,75a

Lipidios (%) 4,58a 5,26a 5,28a 6,01a

Cinzas (%) 0,77a 0,66ab 0,69ab 0,64b
Acucares totais (%) 12,32a 12,34a 12,43a 12,45a

Acucares redutores (%) 2,07b 2,24a 2,12b 2,10b
Valor calérico (Kcal) 104,90b 114,09a 113,44a 118,89a

" resultados expressos em base seca
Letras minusculas diferentes na mesma linha mostram diferenca significativa (p < 0,05) a 5% de

probabilidade

Nos LFA, a umidade e o EST nédo foram influenciados significativamente pelo
teor de polpa, porem estdo de acordo com os valores encontrados por Leite (2015) que
obtiveram 77% e 23%, respectivamente, em iogurtes probioticos de acai. Entretanto, estudos
realizados por Oliveira et al. (2011b) e Costa et al. (2012) apresentaram valores de umidade
em torno de 67% e 82% e extrato seco total de 33% e 17% em iogurtes com acai e jucai,

respectivamente, mostrando valores diferentes dos encontrados neste estudo. As variagdes nos
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resultados para estas variaveis dependem da formulacdo inicial dos produtos fermentados e
dos teores de solidos incluidos, tais como agucar, polpas de fruta, fibras probiéticas, leite em
po, entre outros.

O EST avalia o teor de solidos totais presentes nos produtos lacteos, e tem
objetivo de valorizar as propriedades fisicas do produto como: consisténcia do iogurte firme,
viscosidade do iogurte batido e atributos sensoriais de sabor e aroma e que atenda o
percentual de aproximadamente 16% (OZER, 2010), nesse sentido, os iogurtes avaliados
neste trabalho superam os valores recomendados pelo autor, e provavelmente estdo
relacionados a adi¢édo de polpa aos LF.

Os valores de ESD dos LFC foram superiores aos dos LFA, sendo este
comportamento justificado pelos elevados teores de lipidios na polpa de acai. Estes dados
concordaram com os resultados de Cipriano et al. (2014) que encontraram valores de ESD
variando de 10% a 13% em iogurtes com diferentes concentracdes de polpa de acai e Silva et
al. (2014) que encontraram valores de ESD variando entre 17% a 20% em iogurte adicionados
de polpa de camu-camu em diferentes concentracdes. Os teores de ESD observados neste
trabalho foram superiores aos encontrados na literatura.

A Instrucdo Normativa n° 46, de 23 de outubro de 2007 do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) que estabelece Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Leites Fermentados (PIQLF), prevé que o teor de proteinas seja no
minimo de 2,9%, estando os LFC e LFA em todos os teores de polpa dentro da legislacdo. Os
resultados para LFA superam os encontrados por Oliveira et al. (2011b) (2,59%) e Costa et. al
(2012) (1,82%). Os LFC mostraram redugdo no teor de proteinas conforme o teor de polpa de
camu-camu foi aumentado, em funcdo do aumento no teor &gua e maior dispersdo das
proteinas lacteas, sendo os percentuais encontrados neste trabalho superiores aos observados
por Silva et. al (2014).

Segundo Brasil (2007a), os produtos fermentados podem se classificar quanto ao
teor de matéria gorda em produtos fermentados com creme (minimo 6%), integrais (3,0 a
5,9%), parcialmente desnatados (0,6 a 2,9%) e desnatados (méaximo 0,5%). Nesse sentido 0s
LFA com teores de polpa até 15%, se caracterizaram como integrais, enquanto o LFA 20%,
foi classificado como com creme. Os LFC com teores de polpa até 15% classificaram-se
como parcialmente desnatados, enquanto o LFC 20% foi considerado integral. Os resultados
obtidos nos LFA concordaram com os de Leite (2015) (4,16%) e os de camu-camu com 0s de
Silva et al. (2014) (2%).

Os agucares totais no LFC mostraram aumento significativo quando os teores de

polpa de camu-camu foram aumentados, enquanto nos LFA, ndo houve diferenca significativa



57
para esta variavel. Os carboidratos, os lipidios e as proteinas, contribuem para a definicdo do
valor caldrico dos alimentos e nesse sentido verificou-se que nos LFC e LFA, os agucares
totais corresponderam em média 53% e 43% das calorias dos leites fermentados,
respectivamente, superando as calorias relacionadas aos lipidios. Mendes et al. (2015)
estudando iogurtes com acai reduzidos em acUcares, verificaram diminuicdo caldrica de
48,11% e 57,46% em iogurtes com 10% e 20% de polpa de acai, indicando que os agucares,

influenciam significativamente o valor cal6rico destes produtos.

6.2 POS-ACIDIFICACAO EM LEITES FERMENTADOS E IOGURTES COM ACAI E
CAMU-CAMU

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

Observando as médias de pH dentro dos teores de polpa, verificou-se que 0s
resultados obtidos nos LFA, LFC e IC, reduziram significativamente (p < 0,05) de forma
linear (Figura 10) conforme os teores de polpa foram aumentados, mostrando influéncia das
polpas nesta varidvel. Quanto ao IA, as variacdes de pH ndo seguiram padrdo decrescente
linear, ndo sendo possivel estabelecer ajustes em modelos de regressdo até o segundo grau.

Considerando os tipos de produto fermentado, iogurtes e leites fermentados com
acai e camu-camu, os valores de pH foram significativamente (p < 0,05) superiores nos
iogurtes, relacionado a presenca de Lactobacillus bulgaricus, microrganismo responsavel pela
acidificacdo natural destes produtos pos-processamento.

Considerando a influéncia da polpa de fruta nos iogurtes e leites fermentados,
observou-se menores valores de pH nos IC e LFC em todos os teores de polpa aplicados,
guando comparados com os IA e LFA. Estes resultados se justificam devido a elevada acidez

| da polpa de camu-camu.
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Figura 10— Médias dos valores de pH em fungdo dos teores de polpa de acai e camu-camu em leites
fermentados e iogurtes.

Considerando a interagéo teor de polpa x produto fermentado x dias de avaliacéo,
observou-se nos LFA e IA reducéo significativa (p < 0,05) nos valores de pH até o dia 14,
com posterior aumento nos dias 21 e 28, ajustando-se em modelos de regressdo do 2° grau
para todos os teores de polpa (Figura 11).

Entre os tipos de produto fermentado estudados, verificou-se que os IA
apresentaram maiores reducdes médias de pH (12,3%) no fim do periodo de estocagem de 28
dias, do que os LFA (10,8%), sendo observado, em ambos 0s produtos, que as maiores
reducdes se concentraram entre os dias 0 e 7 de avaliacdo. Oliveira; Damin (2003), estudando
diferentes teores de sélidos e sacarose em leites fermentados, também verificaram maiores
efeitos de acidificacdo entre os dias 0 e 7 de avaliacdo, concordaundo com os resultados
apresentados neste trabalho.

Relacionando a acidificacdo dos leites fermentados de acai com a contagem de
Lactobacillus acidophillus (LA-5), p&de-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 colénias (UFC g™*) de LA-5 foram menores que nos LFA 5% e LFA

10%, apontando influéncia positiva do acai desenvolvimento de bactérias probidticas
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Figura 11 — Valores de pH em (A) iogurtes e (B) leites fermentados com acai durante 28 dias de

armazenamento.

Ainda avaliando a interagcdo teor de polpa x produto fermentado x dias de

avaliacdo para a variavel pH, porém observando os produtos fermentados de camu-camu,

verificou-se que para os IC, em todos os teores de polpa, e LFC, exceto na concentragédo de

10% houve ajuste quadratico das regressdes as linhas de tendéncia (Figura 12). Considerando

os dias de avaliagdo, observou-se nos IC, em todos os teores de polpa, reducéo significativa (p

<0,05) dos valores até o dia 14 de armazenamento, com posterior aumento nos dias 21 e 28,
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comportamento semelhante aos 1A e LFA. Ja nos LFC, foram verificadas reduc6es nos LFC
nat e no LFC 5%, enquanto as demais concentragdes tiveram incremento significativo nos
valores de pH, 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% para os LFC 10%, LFC 15% e
LFC 20%, respectivamente, promovendo reducao na acidificagéo.

Assim como no LFA e 1A, as redugdes de pH nos IC, em todos os teores de polpa
e nos LFC nat e LFC 5%, foram maiores entre os dias O e 7 de armazenamento.
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Figura 12 — Valores de pH em (A) iogurtes e (B) leites fermentados com camu-camu durante 28 dias
de armazenamento.
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Os iogurtes, assim como os leites fermentados estdo sujeitos ao decréscimo do pH
durante o periodo de armazenamento juntamente com aumento de acidez, fenémeno
denominado poés-acidificacdo, devido a continua producdo de &cidos pelas bactérias laticas
presentes nos produtos fermentados (LOURENS-HATTINGH; VILIJOEN, 2001b).
Entretanto, as reducbes de pH pos-acidificagdo ocorreram de maneira mais acentuada nos 1A
e IC sendo explicadas pela presenca de Lactobacillus bulgaricus, principal responsavel pela
acidificacdo pds processamento.

Ao contrario do que se observa para os iogurtes, nos leites fermentados, as
bactérias probidticas Bifidobacterium spp. e Lactobacillus acidophilus promovem pos-
acidificacbes mais discretas que as geradas pelos Lactobacillus bulgaricus, devido a baixa
taxa proteolitica promovida por estes microrganismos (GOMES; MALCATA, 1999), o que
justifica as menores reducdes de pH nos leites fermentados de acai, e camu-camu.

As reducgdes nos valores de pH entre os dias 0 e 7 de avaliacdo, nos leites
fermentados e iogurtes com acgai e camu-camu, concordaram com as observacdes de Oliveira;
Damin et al. (2003), que estudaram leites fermentados em diferentes teores de solidos e
sacarose e Espirito Santo (2012) avaliando iogurtes probioéticos com polpas de frutos nativos,
verificaram 0 mesmo comportamento para esta variavel.

De acordo com Franco; Landgraf (2008), os valores de pH obtidos neste trabalho
para iogurtes e leites fermentados com acai e camu-camu, com excec¢do do IC 20 %, LFC
15% e LFC 20%, os classificaram como alimentos acidos (pH entre 4,0 - 4,5), sendo as
excecgOes classificadas como alimentos muito acidos (pH < 4,0). Valores de pH abaixo de 4,0
nos IC 10%, LFC 15% e LFC 20% influenciaram negativamente as contagens de LA-5
devido aos valores de tolerdncia admitidos por essas bactérias variarem entre valores de pH
abaixo de 5,0 até 6,2 (KANDLER; WEISS, 1986).

De maneira inversa ao pH, os resultados de acidez titulavel para todos os produtos
fermentados aumentaram significativamente (p < 0,05), conforme o teor de polpa foi
aumentado, sendo os produtos fermentados de camu-camu os mais acidos entre todos 0s
estudados. As regressdes ajustaram-se significativamente em modelos quadraticos e linear
(Figura 13).
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Figura 13 — Médias dos valores de acidez titulavel (g de acido latico 100g ™) em funcéo dos teores de
polpa de agai e camu-camu em leites fermentados e iogurtes.

Considerando a interagéo teor de polpa x produto fermentado x dias de avaliacéo,
observou-se nos LFA e TA aumento significativo (p < 0,05) nos valores AT até o dia 21
seguido de reducdo no dia 28. O comportamento da AT nos produtos fermentados de acéi
ajustaram-se em modelos de regressao do 2° grau para todos os teores de polpa (Figura 14).
Entre os tipos de produto fermentado estudados, verificou-se que os IA apresentaram
aumentos médios de AT na ordem de 40%, sendo maiores que 0s observados nos LFA (22%)
ao fim do periodo de estocagem.

Foram observados aumentos médios significativos na AT dos IA entre os dias 0 e
7 (14,5%) e 14 e 21 (25%), com excecdo do IA nat neste ultimo periodo. Além disso, o
aumento no teor de polpa promoveu maiores aumentos na AT durante o periodo avaliado,
sendo o 1A 20% o produto fermentado mais acido ao fim da estocagem.

Assim como os IA, os LFA apresentaram aumentos diretamente proporcionais ao
aumento no teor de polpa de acai, sendo o LFA 20% mais &cido que os demais. Entretanto, 0s
aumentos de AT nestes produtos foram mais evidentes apenas entre os dias 0 e 7 de avaliagédo
correspondendo a um aumento de 14%.

O LFA nat apresentou aumento de AT superior aos LFA em todas as
concentracdes durante todo o periodo de avaliagdo, e considerando a contagem de UFC g™ de
LA-5, o LFA nat mostrou aumento de 7% na contagem entre os dias 0 e 7 de avaliacdo,

enquanto os demais LFA’s mostraram reducdo (principalmente LFA 5% e LFA 10%),
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portanto confirmando a maior acidificacdo deste produto neste periodo e mostrando influencia

da polpa de acai no desenvolvimento dos microrganismos pos-acidificacao.
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Figura 14— Valores de acidez titulavel em (A) iogurtes e (B) leites fermentados com acaidurante 28
dias de armazenamento refrigerado.

Os IC e LFC e seus teores de polpa adicionadosapresentaram aumento

significativo (p < 0,05) na AT conforme o teor de polpa foi aumentado, mostrando ajustes de
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regressdo em 1° e 2° graus. O LFC 15%, ndo se ajustou aos modelos propostos, e, portanto,
ndo esta apresentado na Figura 15.

Considerando a interagéo teor de polpa x produto fermentado x dias de avaliacéo,
os IC mostraram aumento na AT até fim do armazenamento de 28 dias. Foi verificado que as
maiores porcentagens de acidificacdo se concentraram nos IC nat, IC 5% e IC 10% com
incrementos de acidez de 31%, 18,9% e 11%, respectivamente, durante o periodo de avalia¢do
sendo os aumentos mais evidentes entre os dias 0 e 14 de armazenamento.

Comparando os IC e LFC quanto ao comportamento da AT, observou-se que 0s
iogurtes apresentaram mais acidificacdo (14%) que os leites fermentados (5%) ao fim da
estocagem, situacdo relacionada as espécies distintas de microrganismos presentes nos
produtos

Os LFC 5% e LFC 10% apresentaram acidificacdes até o dia 28 de avaliacdo da
ordem de 5,5% e 8,7% respectivamente, enquanto que os LFC 15% e LFC 20% mostraram
baixas taxas de acidificagdo visualizadas a partir do dia 21 de estocagem. O LFC nat
apresentou 0 mesmo comportamento do LFA nat, mostrando maior aumento de AT durante o

periodo estudado.
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Figura 15— Valores de acidez titulavel em (A) iogurtes e (B) leites fermentados com camu-camu
durante 28 dias de armazenamento refrigerado.

A Instrucdo Normativa n° 46, de 23 de outubro de 2007, que estabelece o Padréo
de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados, preconiza que a acidez titulavel de iogurtes
deve estar entre 0,6 a 1,5 g de 4cido latico 100g™, enquanto que para leites fermentados este
valor deve ser de 0,6 a 2,0 g de 4cido latico 100 g™, portanto, todos os produtos fermentados
obtidos neste trabalho, atenderam a legislacdo quanto aos limites minimos e maximos.
Entretanto, concluiu-se que valores de acidez a partir de 1,20 g de &cido latico 100g *
reduziram a acidificacdo em leites fermentados com camu-camu, pelo efeito nocivo dos
acidos as bactérias probioticas.

Microrganismos probidticos sdo mais sensiveis ao abaixamento do valor de pH e
consequente aumento de acidez, apresentando menor viabilidade nos produtos lacteos
processados (THAMER; PENA, 2005). Nesse sentido, visando melhorar a viabilidade das
bactérias probioticas em produtos fermentados, Almeida; Bonassi; Roga (2001) elaboraram
uma bebida lactea com valores de pH entre 507 e 514 pois algumas espécies de
bifidobactéria ndo se desenvolvem em pH entre 4,50 e 5,00, portanto, nesse sentido, 0 uso de
baixos percentuais de polpa de camu-camu e o término da fermentacdo em valores de pH
acima de 5,0, poderiam ser uma possibilidade tecnologica para aumentar a vida util dos
Lactobacillus acidophilus e Bifidumbacteria nos leites fermentados elaborados neste trabalho.

Em relagdo ao aumento nos valores de AT atribuidos ao aumento no percentual de

polpas de acai e camu-camu, Barbosa (2007) ao estudar diferentes porcentagens de polpa de
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péssego em extrato de soja fermentado com Lactobacillus acidophilus, verificou aumento na
AT, conforme o teor de polpa foi aumentado. Entretanto Leite (2015), estudando iogurtes
simbidticos de acai em diferentes porcentagens de polpa, ndo verificou diferencas entre os
valores de acidez titulavel em funcdo dos teores de polpa e seus resultados de AT foram
menores (0,70 g de 4cido latico 100g™) que os encontrados para os IA e LFA estudados neste
trabalho.

6.3 ANALISE COLORIMETRICA

A avaliacdo da cor instrumental no parametro de luminosidade L* verificou-se
que as interacOes teor de polpa x tipo de produto fermentado, teor de polpa x dias de
avaliagédo, tipo de produto fermentado x dias de avaliagdo forma significativas a 5% de
significancia, assim como os fatores isolados.

Para o parametro de cromaticidade a* o fator isolado tipo de produto fermentado e
a interacdo tipo de produto fermentado x teor de polpa x dias de avaliagdo ndo foram
significativos a 5%. No parametro de cromaticidade b* apenas o fator isolado tipo de produto
fermentado e a interacdo teor de polpa x dias de avaliacdo ndo foram significativos a 5%. O
comportamento das varidveis L*, a* e b*, mostraram ajustes de regressao lineares e
quadréaticos para os LFA e IA. O parametro de luminosidade L* para o LFA ndo se ajustou
aos modelos de regressdo propostos e, portanto, nao esta apresentado na Figura 16.

20 - 45 y (L* IA) = 40,73* + 0,7614*x - 0,047*x2
m R2=0,9949
18 - 43
16 m - 41 y (@* 1A) = 5,34* +1,4285*x - 0,0427*x2
R2=10,991
14 - 39
f: 12 - 37 y (a* LFA) =7,92* + 0,7781*x -0,0131x?
@ i] R2=0,8991
* 10 - 35 =
o
= O * - * *
8 8 - 33 y (b* LFA) = 3,4* + 0,1482*x
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6 M - 3l
4 r 29 y (*b 1A) = 2,11* + 0,4125*x -0,0111*x?
2 - 27 R2=0,9751
0 25
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Ha* LFA Aa* A Xb* LFA Xb* 1A oL*IA

Figura 16 - Médias dos parametros de cor instrumental L*, a* e b* leites fermentados e iogurtes com
acai em diferentes teores de polpa.
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De acordo com a escala CIELab de Hunterlab (2008), a luminosidade L* varia de
0 (preta) a 100 (branca), nesse sentido o parametro L*nos IA, mostrou redugdo nos valores,
conforme o teor de polpa de acai foi aumentado, indicando que os iogurtes ficaram mais
escuros. Estes resultados concordaram com os de Wallace; Giusti (2008) que relataram
reducBes da variavel L* em iogurtes adicionados de teores crescentes de antocianinas de
Berberis boliviana.

Em relacdo a cromaticidade a* nos LFA e IA, os valores se apresentaram sempre
positivos, ou seja, mantiveram-se no sentido do vermelho. Houve aumento nos valores em
ambos os produtos fermentados conforme o teor de polpa foi aumentado, sendo os LFA 20%,
0s produtos com coloragdo mais vermelha entre todos os produtos avaliados. Entre os LFA e
IA adicionados de 5% e 10% de polpa, ndo houve diferenca significativa (p < 0,05), sendo
verificadas diferencas entre os tipos de produtos fermentados a partir dos teores de 15%.

Os valores para cromaticidade b* nos LFA e IA, também se mantiveram positivos
seguindo no sentido do amarelo. Assim como no parametro a*, os valores de b* aumentaram
conforme os teores de polpa foram aumentados.

Estes resultados concordaramcom os encontrados por Leite (2015), que avaliou a
reducdo no parametro L* e aumento na cromaticidade a* e b*, relacionadas ao aumento nos
teores de polpa de agai em iogurtes.

Considerando os dias 0 e 28 de avaliacdo nos IA e LFA para L* e a*, verificaram-
se aumentos nos valores de L* indicando descoloracdo relacionadas a reducdo nos teores de
antocianinas, entretanto os valores de a* ndo diferiram significativamente (p < 0,05),
indicando que coloracdo dos produtos se manteve no sentido do vermelho, até o dia 28
(Tabela 7).

Tabela 7 — Comportamento dos parametros L* e a* nos iogurtes e leites fermentados com agai nos
dias 0 e 28 de avaliagao.

Parametro luminosidade (L*) Parametro cromaticidade a*
Tipo de produto ] ] ) )
Dias de avaliagéo Dias de avaliagéo
fermentado
0 28 0 28
1A 39,54 aA 43,34 aA 15,32 aB 15,08 aB
LFA 39,56 aA 41,01 aB 16,01 aA 14,38 aA

Letras minusculas diferentes na mesma linha mostram diferenga significativa (p <5) a 5% de probabilidade
Letras maiusculas diferentes na mesma coluna mostram diferenca significativa (p < 5) a 5% de probabilidade
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Nos IA e nos LFA em todos os teores de polpa, foi verificado aumento na variavel

b* no sentido do amarelo, principalmente nos produtos fermentados com 15% e 20% de polpa
(Tabela 8). SCIBISZ et al. (2012) estudando comportamento de antocianinas em iogurtes
probidticos de mirtilo, relacionou a reducdo do parametro L* e aumento no b* durante ao
armazenamento de iogurtes, a possivel conversdo do cation flavilium (colorido) em formas

incolores ou amareladas.

Tabela 8 - Comportamento do parametro b* nos iogurtes e leites fermentados com acai entre os teores
de polpa nos dias 0 e 28 de avaliagdo.

Cromaticidade b*1A Cromaticidade b*LFA
Teor de polpa Dias de avaliagdo Dias de avaliagédo
(%) 0 28 0 28
5 2,97 bC 4,95 aC 3,12bC 4,78 aC
10 3,97 bB 5,98 aB 4,57 bB 6,24 aB
15 4,51 bAB 7,44 aA 4,65 bB 5,67 aB
20 4,93 bA 6,83 aA 5,89 bA 7,13 aA

Letras minusculas diferentes na mesma linha mostram diferencga significativa (p < 5) a 5% de probabilidade
Letras maiusculas diferentes na mesma coluna mostram diferenga significativa (p < 5) a 5% de probabilidade



69
6.4 CONTAGEM DE BACTERIAS PROBIOTICAS

As contagens de microrganismos probioticos nos LFC e LFA previam as
contagens de LA-5 e BB-12, entretanto, o BB-12 nédo cresceu no meio MRS-LP nas condi¢des
estabelecidas por Lapierre et.al. (1992), portanto os dados referentes a este microrganismo

ndo estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Contagem de Lactobacillus acidophilus (LA-5) em leites fermentados com camu-camu e
acai nos dias 0, 7 e 14 de avaliacdo.

Teorde  Contagem LA-5em LFC (Log UFC g") Contagem LA-5em LFA (Log UFC g*)

polpa Dias de avaliacéao Dias de avaliacdo
(%) 0 7 14 0 7 14
Nat 6,28 bB 6,72 aA 6,41 cA 6,28 cD 6,72 bC 6,41 bC
5 6,35 aA 6,29 bC 6,01 cB 6,53 aA 6,15 bB 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

Letras minusculas diferentes na mesma linha mostram diferenca significativa (p < 5) a 5% de probabilidade
Letras maiusculas diferentes na mesma coluna mostram diferenca significativa (p < 5) a 5% de probabilidade

De acordo com a Instrucdo Normativa n® 46, de 23 de outubro de 2007 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) gue 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 20% no dia 14 de avaliacdo, ndo apresentou
contagens satisfatorias, enquanto os demais produtos se classificaram como probiéticos.

No dia 0 de avaliacdo, verificou-se que as contagens de LA-5 nos LFC 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; Shah (1997) verificaram efetividade na adi¢do de acido ascorbico (0, 50, 150 e
250 mg/kg iogurte) de eliminar oxigénio em iogurtes probioticos, favorecendo o crescimento
destes microrganismos, entretanto os efeitos se mantiveram apenas durante os primeiros 15
dias.

Né&o foram determinados os teores de vitamina C nos LFCs com diferentes teores
de polpa de camu-camu, entretanto pode-se verificar que o LFC 5% apresentou as menores
reducdes (0,94%) nas contagens entre os dias 0 e 7 de avaliacao.
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Os LFC 15% e LFC 20% apresentaram contagens inferiores as do LF nat no dia 0
de avaliacdo, mostrando efeito negativo da polpa de camu-camu nestes produtos,
provavelmente relacionada a sua elevada acidez comprometendo o desenvolvimento dos LA-
5. Entretanto se consideramos as contagens no dia 14, apenas o LFC 20% reduziu seus
valores abaixo de 6,0 UFC g, concluindo que 20% de polpa influencia negativamente no
nimero de UFC g™ nos produtos, descaracterizando-0s como probiéticos. Segundo Kandler;
Weiss, (1986), os LA-5 admitem variacOes entre valores de pH abaixo de 5,0 até 6,2, sendo,
portanto, influenciados pela polpa de camu-camu no LFC 20%, cujo pH situou-se na faixa
entre 3,80 e 3,99.

Durante o periodo de avaliacdo, os LFA, em todas as concentra¢des de polpa, e 0
LFA nat se mantiveram dentro do limite previsto no PIQLF (BRASIL, 2007), e verificou-se
no dia O de avaliacdo que os LFA 5%, LFA 10% e LFC 20% mostram contagens maiores que
0 LFA nat indicando efeito positivo da polpa de acai. No dia 7, foram verificadas reducdes em
todos os LFA, com exce¢do do LFA nat, que teve aumento nas contagens, seguidos por
aumento em todas as contagens nos LFA no dia 14, exceto no LFA nat. Comportamento
semelhante foi verificado por Almeida et al. (2008) e Espirito Santo et al. (2010) que
verificaram reducbes seguidos de aumentos nas contagens de bactérias em iogurtes
probidticos contendo polpa de agai, durante os periodos avaliados.

As redugdes nas contagens das bactérias laticas nos dias entre os dias 0 e 7 de
avaliacdo, podem ser associadas as maiores taxas de acidificacdo neste periodo. Quando os
efeitos da acidificacdo foram reduzidos ap6s 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 LFA aumentaram, enquanto no LFA nat reduziram. Espirito Santo et
al. (2010), também avaliaram o efeito benéfico da polpa de acai, no dia 14 de avaliacdo, onde
todos os iogurtes adicionados de polpa, apresentaram contagens superiores as dos iogurtes
sem polpa.

A selecdo de estirpes acido-tolerantes é um principio de absoluta importancia na
obtencdo resultados satisfatérios para a sobrevivéncia de probidtico culturas em leites
fermentados (MATTILA-SANDHOLM et al. 2002), além disso, a permeabilidade ao
oxigénio das embalagens, aditivos alimentares, minerais, e a combinagdo de microrganismos

também deve ser avaliada na producdo destas matrizes alimentares.
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6.5 QUANTIFICACAO DE COMPONENTES BIOATIVOS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE NAS POLPAS DE FRUTA E NOS PRODUTOS FERMENTADOS

6.5.1 Compostos fendlicos

Os LFA e IA ndo foram avaliados quanto aos teores de fendlicos totais, entretanto
a polpa de acai apresentou valor de 64,05 mg AGE 100 g*, sendo inferior aos valores
observados por Kuskoski et al. (2006), 136,8 mg AGE 100 g™, Canuto et al, (2010), 410 mg
AGE 100 g™ e Rufino et al. (2009) 578 mg AGE 100 g*. Entretanto, a discrepancia entre o
valor obtido e os encontrados na literatura, pode ser atribuida a fatores edafoclimaticos,
origem, geogréfica, condicdes de colheita e processo de armazenamento (KIM et al., 2003).
Canuto et al. (2010) acrescenta que seja provavel que a diversidade no estadio de maturidade
dos frutos empregados no preparo das polpas seja a maior responsavel pela variabilidade nesta
variavel.

Em relacdo ao camu-camu, a quantificagdo de compostos fendlicos realizadas na
polpa e nos produtos fermentados, teve o objetivo de verificar a contribuicdo dos fendlicos da
fruta nestes produtos em mg de AGE 100 g™. Os teores médios de fenélicos dos iogurtes, dos

leites fermentados e o teor na polpa da camu-camu estdo descritos na Tabela 10.

Tabela 10 - Valores médios dos compostos fendlicos em mg de AGE 100g™ em leites fermentados e
iogurtes entre os teores de polpa adicionados e na polpa de camu-camu

Teor de polpa (%) LFC IC
5 8,14 bD 9,99 Ad
10 17,38 aC 18,40 aC
15 25,30 bB 29,20 aB
20 36,25 bA 39,32 aA
Polpa de camu-camu 1381,48

Letras minusculas diferentes na mesma linha mostram diferenca significativa (p < 0,05) a 5% de probabilidade
Letras maiusculas diferentes na mesma coluna mostram diferenga significativa (p < 0,05) a 5% de
probabilidade

Pode-se avaliar que houve reducdo nos teores de compostos fendlicos no
momento em que a polpa de camu-camu foi adicionada aos iogurtes e aos leites fermentados,
concluindo que a adicdo de polpa nestes produtos, ndo mantém concentragdes equivalentes de
fenolicos quando se compara com as concentracdes presentes no fruto. Entretanto, se
relacionarmos os teores de fenolicos encontrados em 100 g de LFC e IC, com outras fontes

como: cajé, graviola, manga e maracuja (35,48, 20,65, 19,68 e 6,03 mg catequina 100 g™
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(MELO et al., 2008), pode-se verificar que os teores quantificados nos iogurtes e leites
fermentados adicionados de polpa se equiparam e até mesmo superam 0s teores encontrados
para estas frutas.

O camu-camu é um fruto que apresenta alta concentracao de compostos fendlicos,
na faixa de 1370 a 2110 mg AGE 100 g*, os quais podem ser relacionados com as
caracteristicas sensoriais de amargor e adstringéncia no fruto e em produtos derivados
limitando sua aceitabilidade (ALVES et al., 2002; MAEDA; ANDRADE, 2003), entretanto,
nos produtos fermentados elaborados neste trabalho as cascas foram utilizadas apernas na
etapa de batecdo sendo posteriormente separadas da polpa, e portanto caracteristicas de
amargor ndo foram observadas na analise sensorial. O teor de compostos fendlicos
encontrados para a polpa de camu-camu concordou com os resultados dos autores citados e
com os obtidos por Genovese et al. (2008), os quais encontraram valor de 1797 mg AGE 100
g™ em polpa congelada.

Considerando a classificagdo de Vasco et al. (2008), a polpa de camu-camu e de
acai e os produtos fermentados adicionados com camu-camu, se enquadram como alimentos
de alto (> 500 mg GAE 100 g™) e baixo (< 100 mg GAE 100 g™) teor de compostos fenélicos.

A diferenca na classificacdo entre a polpa de camu-camu e seus oS produtos
fermentados, se deve as perdas de componentes fendlicos da polpa quando adicionada aos
produtos, provavelmente relacionadas a formacao de espécies reativas de oxigénio, que sdo
neutralizadas por estes componentes, e, portanto, ndo sdo mais detectadas pelos métodos
analiticos propostos.

Avaliando o efeito dos diferentes percentuais de polpa de fruta (5%, 10%, 15% e
20%), nos teores de compostos fendlicos dos produtos fermentados, pode-se verificar que o
aumento neste percentual, promoveu incremento significativo (p < 0,05) nas concentracdes de
fenolicos nos LFC e nos IC, concordando com resultados de Cheuczuk; Rocha (2014) que
verificaram incremento no teor de fendlicos totais em bebidas lacteas adicionadas de 25% e
30% de polpa de caja-manga.

Considerando o tipo de produto fermentado, os IC apresentaram maiores
concentracdes de compostos fendlicos quando comparado com os LFC. Schultz (2008)
estudando conservacao de polpas de acai, encontrou maiores teores de fenolicos em polpas de
pasteurizadas e acidificadas em pH 4,0, do que em polpas in natura. Nesse sentido, os IC
apresentaram acidificacdo mais forte em relacdo aos LFC, sendo os maiores teores de
fenolicos possivelmente relacionados aos menores valores de pH observados nos IC. As
regressdes ajustaram-se significativamente em modelos quadraticos para ambos os produtos

fermentados estudados (Figura 17).
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Figura 17— Média de compostos fenélicos totais (mg de AGE 100g™) em funcéo dos teores de polpa
de camu-camu em leites fermentados e iogurtes

Quanto a interacdo tipo de produto fermentado x teor de polpa x dias de
armazenamento verificou-se que nos IC e LFC em todos os teores de polpa houve reducgéo
quadrética significativa (p < 0,05) nos teores de fendlicos totais durante o periodo de 28 dias
de avaliacdo. Nos IC verificou-se que nos teores de polpa de 15% e 20% ocorreram maiores
perdas de fenélicos, com média entre os teores de polpa, ao fim do armazenamento de 28 dias,
de 48%. Perdas mais significativas foram verificadas entre os dias 0 e 7 de avaliagédo
totalizando 29,6% de reducdo entre os teores de polpa, relacionado principalmente ao IC 20%.

Nos LFC, as reducbes dos compostos fenolicos, em todos os teores de polpa,
situaram-se em torno de 50% ao final do armazenamento de 28 dias, sendo as maiores perdas
médias destes componentes, entre 0s teores de polpa, concentradas entre os dias 0 e 7
(23,88%), relacionadas principalmente ao LFC 20%, e entre os dias 21 e 28 (28,50%), com
perdas equivalentes distribuidas entre todos os LFC’s estudados.

O comportamento de reducdo dos compostos fendlicos nos produtos lacteos
durante 28 dias de armazenamento refrigerado ajustou-se significativamente em modelos de

regress@o do 2° grau conforme Figura 18.
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Figura 18 - Fendlicos totais em mg de AGE 100g™ em iogurtes (A) e leites fermentados (B) com
camu-camu durante 28 dias de armazenamento.

Quando se relacionou os dados da acidificacdo dos IC e dos LFC com as reducdes
dos compostos fendlicos nestes produtos, esperava-se que as maiores reducdes de fendlicos se
concentrassem nos IC 5% e IC 10%, uma vez que estes produtos apresentaram as maiores
acidificacbes do periodo estudado, entretanto, verificou-se nesses produtos, menores reducoes

de fenolicos durante o periodo experimental. Quanto as acidificagdes nos LFC, e a reducdo de



75
fenolicos, verificou-se que a perda destes compostos foi maior entre dias 21-28, momento em
gue a AT dos LFC mostraram 0s menores aumentos, portanto ndo se podem relacionar os
dados da acidificacdo, com a reducao nos teores de fendlicos.

Fazendo a mesma relagdo, porém considerando a contagem de LA-5 em leites
fermentados e o comportamento dos fenolicos entre os dias 0 e 7 de avaliacdo, verificou-se
que nos LFC 5% e LFC 20%, onde as reducdes nas contagens microbianas foram menores, as
perdas nos componentes fendlicos foram maiores (26% e 32%, respectivamente), enquanto
que nos LFC 10% e LFC 15%, onde as reducg6es nas unidades formadoras de colonias foram
mais evidentes, as perdas de componentes fendlicos foram menores (14% e 15%,
respectivamente), indicando que o nimero de coldnias pode estar relacionado a redugdo dos
componentes fendlicos. Entretanto, deve-se estabelecer a contagem de UFC g™ de LA-5 de
todo o periodo de avaliacdo, assim como inserir a contagem dos Streptococcus thermphillus e
otimizar a contagem de BB-12 a fim de estabelecer a possivel relacdo entre as contagens de
microrganismos e a redugdo de componentes bioativos.

Além de dos fatores pdés-acidifcacdo e microbioldgico, a acdo do oxigénio,
incorporado no momento da batecdo e adicdo de polpa dos iogurtes de leites fermentados,
bem como aquele absorvido devido a permeabilidade da embalagem PET, também pode estar
relacionado a estas reducbes de componentes fendlicos, uma vez que as caracteristicas
quimicas destes componentes 0s tornam susceptiveis a oxidagao.

Mesmo com a reducdo nos componentes fendlicos ao longo do periodo
experimental, os IC e os LFC nos quatro teores de polpa estudados mantiveram cerca de 50%
dos valores iniciais ao fim dos 28 dias, mostrando boa conservagao destes componentes nas
formulagGes estudadas.

6.5.2 Antocianinas

Para os LFC e IC, ndo foram realizadas quantificacdes de antocianinas, entretanto
a polpa de camu-camu foi avaliada para esta variavel apresentando teores de 15,58 mg 100 g
! valores superiores aos encontrados por Maeda; Andrade (2003) 2,12mg 100 g™* e Goncalves
et al. (2010) de 2,16 mg 100 g™ em massa fresca e 306 mg 100 g™*/massa seca.

Os elevados teores de antocianinas na polpa de camu-camu avaliada neste
trabalho podem estar relacionados ao despolpamento do fruto para obtencdo da polpa. O
processo consistiu na batecdo dos frutos inteiros, e, portanto, 0s componentes presentes nas
cascas foram incorporados a polpa, aumentando os teores de antocianinas. Silva (2012),

estudando o ponto e colheita de camu-camu, verificou que as antocianinas, assim como as
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flavonas e flavondis, encontravam-se em maior concentragdo na casa, em relacdo ao
mesocarpo destes frutos.

Em outros estudos envolvendo antocianinas em camu-camu, Zanatta et al. (2005)
e Gongalves et al. (2010) isolaram antocianinas de frutos provenientes de Sdo Paulo e da
Amazonia, e identificaram duas antocianinas majoritarias, a cianidina-3-glicosideo e a
delfinidina-3-glicosideo, na tentativa de avaliar in vitro efeitos benéficos destes componentes
na salde.

Em relacdo a polpa de acai, esta foi avaliada quanto ao teor de antocianinas totais,
a fim de verificar sua influéncia, no contetdo de antocianinas dos LFA e IA, em diferentes
concentracdes de polpa. Os teores médios de antocianinas dos iogurtes, dos leites fermentados
e na polpa de acai estdo descritos na Tabela 11.

O teor de antocianinas nos produtos fermentados com acai ndo se equiparou aos
teores observados na polpa, mostrando reducdo drastica nestes componentes. Este
comportamento também foi verificado por Leite (2015) em iogurte simbidtico adicionado de
diferentes percentuais de polpa de acai. As reducfes nos teores de antocianinas dos IA e LFA
em relacdo a polpa, podem estar relacionadas a incorporacdo de oxigénio durante batecdo e
adicdo de polpa. Nesse sentido, as antocianinas tendem a estabilizar as espécies reativas de
oxigénio através de sua reacdo com o componente reativo do radical. O alto poder de reacdo
do grupo hidroxil das antocianinas com o radical torna-o inativo (NIJVELDT, 2001), néo

sendo mais possivel sua quantificacao.

Tabela 11 - Valores médios das antocianinas (mg 100 g™*) em leites fermentados e iogurtes entre os
teores de polpa adicionados e na polpa acai.

Teor de polpa

(%) LFA 1A
5 6,98 aD 5,39 bD
10 22,47 aC 17,77 bC
15 46,23 aB 38,11 bB
20 71,61 aA 63,14 bA
Polpa de agai 146,13

Letras minusculas diferentes na mesma linha mostram diferenga significativa (p <5) a 5% de probabilidade
Letras mailsculas diferentes na mesma coluna mostram diferenca significativa (p < 5) a 5% de probabilidade

Verificou-se que o aumento no percentual de polpa, aumentou de forma
significativa (p < 0,05) as concentracdes de antocianinas tanto nos LFA quanto nos IA,

entretanto, quando se considerou o tipo de produto fermentado, os LFA apresentaram maiores
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concentragdes de antocianinas quando comparado com os IA. SCIBISZ et al. (2012) cita que
microrganismos utilizados na producdo de alimentos podem gerar enzimas causando hidrolise
de antocianinas em agliconas menos estaveis, portanto os diferentes microrganismos
utilizados na producdo dos IA e LFA, podem estar relacionados com as diferencas nos
resultados.

Considerando o periodo de armazenamento de 28 dias, verificou-se que em ambos
os produtos fermentados houve reducdo média significativa (p < 0,05) nos teores de
antocianinas com perdas de 50,4% e 40,6% nos LFA e IA respectivamente, podendo-se
observar que mesmo com 0s maiores valores de antocianinas durante todo o periodo, os leites
fermentados apresentaram maiores perdas nestes compostos. Estes resultados concordaram
com os de SCIBISZ et al. (2012), que verificaram melhor estabilidade de antocianinas em
iogurtes de mirtilo ndo probioticos em relacdo aqueles adicionados de LA-5.

As antocianinas apresentam cores diferentes dependendo do pH do meio em que
se encontram, ocorrendo a obtengdo de solugdes incolores ou coloridas, (TERCI; ROSSI,
2002). Em pH abaixo de 2,0 as antocianinas apresentam-se basicamente na forma cationica
(vermelho), com o aumento do pH, ocorre uma rapida desprotonacdo para formar a base
quinoidal (azul), nesse sentido os menores valores de pH e maiores acidificagdes foram
observadas nos IA, portanto, mesmo com menores teores iniciais de antocianinas, estes
produtos mantiveram suas antocianinas mais estaveis durante o periodo de avaliagao.

Considerando o periodo de avaliacdo compreendido entre os dias 7 e 14,
verificou-se nos LFA e IA, as maiores perdas médias entre os teores de polpa com reducdes
de 28%, e 7,7%. Apobs este periodo, as redugdes nos teores de antocianinas foram menores
concordando com Wallace; Giusti (2008) que observaram que a degradacdo de antocianinas
depende da concentracdo do substrato, e que quando a concentracdo de antocianinas decresce,
o0 grau de degradacdo tambem decresce.

Quando se relacionou o tipo de produto fermentado x teor de polpa x dias de
avaliacdo, foi verificado reducdo quadréatica significativa para os LFA e IA (Figura 19). Foi
observado nos LFA, que quanto maior a quantidade de polpa adicionada, menores as perdas
nos teores de antocianinas (LFA 5% - 56,54% e LFA 20% - 46,59%). Ja nos iogurtes,
verificaram-se perdas em torno de 40% para todos 0s percentuais de polpa adicionados.

SCIBISZ et al. (2012) estudaram a influéncia de bactérias probicticas em iogurtes
de mirtilo e verificaram que os Lactobacillus paracasei subsp. paracasei influenciaram
negativamente a estabilidade das antocianinas, entretanto 0s demais microrganismos
probioticos como LA-5 e BB-12 nédo influenciaram na estabilidade destes compostos.
Considerando as contagens de LA-5, apenas nos LFA, e a redugdo nos teores de antocianinas
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entre os dias 7 e 14, verificou-se aumento nas UFC g™ principalmente nos LFA 5% e LFA
15%, entretanto, quando se considerou a redugdo de antocianinas neste mesmo periodo, as
maiores perdas, foram relacionadas aos LFC 20%, os quais apresentaram menores aumentos
nas UFC g,

Gris et al. (2007) e Wallace; Giusti (2008), afirmam que, além dos efeitos
promovidos bactérias laticas, a estabilidade das antocianinas em iogurtes é também afetada
pelo armazenamento, temperatura, pH, contetdo de outros polifendis e lipidios em iogurte,
sendo, portanto, necessarios mais estudos a fim de esclarecer o comportamento das

antocianinas nesta matriz alimentar.
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Figura 19 - Antocianinas (mg 100 g™ em (A) leites fermentados e (B) iogurtes de acai durante 28 dias
de armazenamento.
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6.5.3 Determinacdo da capacidade antioxidante (AA) pelo método de DPPH nos leites

fermentados, iogurtes e nas polpas de fruta

Para a atividade antioxidante nos LFA, IA, LFC e IC verificou-se que as
interacdes teor de polpa x tipo de produto fermentado, tipo de produto fermentado x dias de
armazenamento e tipo de produto fermentado x teor de polpa x dias de armazenamento foi
significativa a 5% de probabilidade, assim como os efeitos simples dados pelo tipo de produto
fermentado, teor de polpa e dias de armazenamento.

Considerando os teores de polpa e os tipos de produto fermentado, verificou-se
nos produtos fermentados de acai e camu-camu, que o0 aumento no percentual de polpa
promoveu incremento na atividade antioxidante com ajustes de regressdo quadraticos e linear
conforme Figura 20.

Além disso, pode-se observar que as medias de atividade antioxidante obtidas nos
LFC e IC, foram superiores as encontradas para os IA e LFA, concluindo que a polpa de
camu-camu adicionada aos produtos fermentados, apresenta mais compostos com atividade
antioxidante do que a polpa de acai. Genovese et al. (2007) estudando frutos e polpas
congeladas brasileiras, encontram valor de AA em camu-camu de 141 umol TE g*, valor
superior ao encontrado por Kuskoski et al. (2006) em polpas de acai de 6,9 (umol TE g™),
justificando as diferencgas nos valores obtidos nos iogurtes.
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Figura 20 — Média da atividade antioxidante (uMol TE 100 g™*) em funcéo dos teores de polpa de acai
e camu-camu em leites fermentados e iogurtes
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Entre os tipos de produtos fermentados, a AA nos LFA foram superiores as
encontradas nos 1A, provavelmente relacionados aos maiores teores de antocianinas
verificados nestes produtos. Nos produtos adicionados de camu-camu, os LFC apresentaram
maiores atividades antioxidantes quando comparados com os IC, entretanto os leites
fermentados apresentaram menores tores de compostos fendlicos que os iogurtes, indicando
que a atividade antioxidante dos produtos fermentados de camu-camu, pode estar mais
fortemente relacionada ao teor de &cido ascorbico. Chirinos et al. (2010) demonstraram que a
vitamina C contribui com 70% do total da atividade antioxidante de frutos de camu-camu,
portanto, pode-se relacionar a menor atividade antioxidante dos IC, as possiveis degradacfes
de vitamina C, em fungéo das maiores acidificagdes ocorridas nesses produtos.

A atividade antioxidante encontrada em 100 g polpa de acai utilizada neste
trabalho foi inferior aos resultados encontrados por Schultz (2008) em polpa in natura (9,2
Mol TE g™) e Kuskoski et al. (2006), sendo relacionada principalmente ao seu contetido de
antocianinas (LICHTENTHALER et al, 2005). Hassimotto (2005) observaram que amostras
ricas em antocianinas, como o0 acai e 0 jamboldo exibiram potente atividade antioxidante
dependente das concentracdes destes flavonoides.

A polpa de camu-camu apresentou elevada atividade antioxidante por 100 g de
polpa fresca, sendo este comportamento também verificado por Gongalves et al. (2010), que
estudando polpas nativas do Brasil, verificou que o camu-camu exibiu a maior capacidade
antioxidante, sendo 10 vezes superior as atividades de frutos como o araca-boi, araca e
cambuci. A capacidade antioxidante dos frutos de camu-camu esta relacionada aos seus
contetidos de &cido ascérbico e compostos fendlicos (CHIRINOS et al., 2010; GENOVESE et
al., 2008).

Avaliando a contribuicdo das polpas de camu-camu e acai na atividade
antioxidante dos produtos fermentados, verificou-se que a AA nos produtos é inferior a
encontrada nas polpas, concordando com os dados obtidos para fendlicos e antocianinas
(Tabela 12). Entretanto se compararmos as atividades antioxidantes de 100 g dos iogurtes e
leites fermentados avaliados neste trabalho com os resultados de polpa de frutas tropicais tais
como amora 4,3 umol TE g™, goiaba 5,9 umol TE g™ (KUSKOSKI et al., 2006), e polpas de
jaracatia 4,4 pmol TE g*, araca-boi 1,80 pmol TE g* e maracuja 0,80 pmol TE g*
(GENOVESE et al., 2008), verifica-se que os iogurtes e leites fermentados, podem ser
equiparados a fontes naturais de compostos antioxidantes sendo uma excelente alternativa
para consumidores que ndo mantém o habito de consumir frutas e verduras, mas por outro

lado, consomem produtos industrializados de facil acesso, como os produtos fermentados.
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Tabela 12 - Valores médios da atividade antioxidante em pMols TE 100 g™em leites fermentados e
iogurtes com acai e camu-camu nos teores de polpa adicionados e nas polpas de fruta

Teor de polpa (%) LFA IA LFC IC
5 2,80aC 1,60 bD 258,36 aD 206,87 bD
10 2,61 aC 2,35hbC 431,70 aC 353,59 bC
15 3,61 aB 3,01 bB 573,92 aB 495,31 bB
20 4,58 aA 3,68 bA 795,13 aA 760,97 bA
Polpa de agai (LMol TE 100 g™) 380,23
Polpa de camu-camu (uMol TE 100 g%) 2639,83

Letras minusculas diferentes na mesma linha mostram diferenca significativa (p < 5) a 5% de probabilidade
Letras mailsculas diferentes na mesma coluna mostram diferenca significativa (p < 5) a 5% de probabilidade

Hannum (2004) afirma que frutas e vegetais representam excelente fontes de
compostos bioativos, sendo o consumo relacionado a reducdo de riscos de doencgas cronico-
degenerativas. Este efeito protetivo, estd parcialmente associado a substancias antioxidantes
como a vitamina C, carotenoides e flavonoides (DIPLOCK et al., 1998; RICE-EVANS et al.,
1996). Nesse sentido, os produtos desenvolvidos neste trabalho, podem contribuir com
substancias antioxidantes, e promover beneficios de salde.

O acompanhamento das médias das atividades antioxidantes os IA e LFA
mostraram ao fim dos 28 dias de armazenamento perdas de atividade na ordem de 61% e 53%
respectivamente, concordando com observacdes de Leite (2015) em iogurtes simbidticos com
diferentes porcentagens de polpa. Entre os teores de polpa adicionados, o A 20% apresentou
a maior reducdo na atividade antioxidante durante todo o periodo avaliado, mostrando
variagdes de 7,18 umol TE g™ a 2,05 pmol TE g, entre os dias 0 e 28, atingindo uma perda
total de 71%. Ja nos leites fermentados, o LFA 5%, apresentou as menores perdas de AA
(44%), enquanto os demais produtos mostraram reducdes em torno de 55%. No periodo
compreendido entre os dias 0 e 7 de avaliagéo, foram verificadas redugdes mais significativas
na atividade antioxidante nos IA e LFA da ordem de 39,6% e 31,1% respectivamente.

O comportamento decrescente na atividade antioxidante dos 1A e LFA mostraram

ajustes lineares e quadraticos de regressao e estdo apresentados na Figura 21.
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Figura 21- Atividade antioxidante em pMol TE 100g™ em (A) leites fermentados e (B) iogurtes com
acai durante 28 dias de armazenamento.

Nos produtos fermentados com camu-camu foram verificadas maiores redugdes
na AA nos LFC e IC com 5% de polpa, alcangando percentuais de 88%. Os LFC e IC nas
demais concentracdes apresentaram diminui¢do na reducdo da AA conforme os teores de
polpa foram aumentados, sendo, portanto, os LFC 20% e IC 20%, os produtos que

apresentaram as maiores atividades ao final do periodo de 28 dias. Assim como nas demais



84
varidveis avaliadas, no periodo compreendido entre os dias 0 e 7 de avaliagdo, foram
verificadas reductes mais significativas na AA atingindo 46,7% e 35,4% nos IC e LFC,
respectivamente.

O comportamento decrescente na atividade antioxidante dos LFC e IC mostraram

ajustes quadraticos de regressao e estdo apresentados na Figura 22.

_ 1400 y (5%) = 616,58% - 44,889*X + 0,9447*x?2
o R2=0,9674
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Figura 22 - Atividade antioxidante em uMol TE 100g™ em (A) leites fermentados e (B) iogurtes com
camu-camu durante 28 dias de armazenamento.
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As correlagcdes da atividade antioxidante pelo método de DPPH e o teor de

fendlicos e antocianinas nos LFC e IC e LFA e IA estdo apresentadas na Tabela 13.

Tabela 13 - Correlacdo entre as vaiaveis fenolicos totais e antocianinas com a atividade antioxidante
pelo método de DPPH em leites fermentados e iogurtes com agai e camu-camu com diferentes teores
de polpa durante 28 dias de armazenamento.

Coeficientes de correlacdo (r’)
LFC IC LFA 1A
Fendlicos/DPPH 0,94 092 - e
Antocianinas/DPPH - - 0,82 0,75

Variaveis em Correlagdo

Todos os produtos fermentados apresentaram excelentes correlacBes entre 0s
componentes bioativos e a atividade antioxidante pelo método de DPPH. As altas correlacGes
entre fenodlicos e DPPH apresentadas pelos LFC e IC, também foram verificadas por
Genovese et al. (2008) que encontraram boas correlagdes entre fendlicos determinados por
ensaios com Folin Ciocalteau (FC) e o método de DPPH em frutas (r* = 0,97) e polpas
comerciais congeladas (r* = 0,738).

Segundo Huang et al. (2005), ndo h& surpresas em se encontrar excelentes
correlacBes lineares entre fendlicos totais determinados por Folin Ciocalteau e atividade
antioxidante baseada na transferéncia de elétrons em ensaios de FRAP, DPPH, etc, desde que
haja similaridade entre os dois ensaios. Entretanto, o método de Folin Ciocalteau, ndo da
medida exata e superestima o contetdo de fendlicos em alimentos devido a alguns agentes
redutores, como a vitamina C, uma vez que ela € capaz de reduzir o reagente de Folin,
incluindo nos resultados substancias que aumentam o contetido fenélico (HANNUM, 2004).
Neste trabalho, os teores de fendlicos determinados pelo ensaio com o reagente de Folin nos
LFC e IC podem estar superestimados em funcéo dos elevados teores de vitamina C presentes
no camu-camu, entretanto, como esta variavel ndo foi quantificada, atribui-se a correlacdo
com o DPPH essencialmente aos componentes fendlicos.

Nos LFA e IA a atividade antioxidante mostrou forte correlacdo positiva com os
teores de antocianinas, concordoundo com Hassimoto et. al (2005 ), Kuskoski et al. (2006)
que verificaram correlagdo positiva entre a atividade antioxidante e o indice de polifendis
totais e 0 conteido de antocianinas em baguacu e jamboldo e Abe et al. (2007), em cultivares
de Vitis vinifera e Vitis labrusca, observaram associagdo positiva entre o conteddo de
antocianinas e a capacidade antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres do

DPPH. Normalmente, se verificam na literatura, correlagdes positivas entre compostos
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fenolicos e a atividade antioxidante em diversas matrizes alimentares por diferentes métodos,
entretanto, em testes preliminares foi observado que estes compostos ndao foram mais
determinados em ensaios com Folin Ciocalteau nos LFA e IA partir do dia 7 de avaliagdo, ndo
se podendo relacionar a AA nos LFA e IA com compostos fenolicos, mas sim com as

antocianinas.
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6.6 ANALISE SENSORIAL

A Tabela 14 apresenta o resultado do teste de ordenagdo usado para avaliar a
preferéncia de quatro amostras leite fermentado com acai e quatro de leite fermentado com
camu-camu apresentadas a 60 julgadores. Os resultados do teste de Friedman mostraram que

o0s valores seguidos da mesma letra ndo diferem entre si a de 5% de significancia.

Tabela 14 - Avaliacdo sensorial de preferéncia de leites fermentados com acai e camu-camu por
ordenagao para as amostras com 5%, 10%, 15% e 20% de polpa.

Teores de polpa acai (%)

LFA 5% LFA 10% LFA 15% LFA 20%
Soma de ordens 164 a 163 a 1352 138 a
Diferencavs. LFA5%  ______ 10 ogQns o@"s
LFA10% .. og"s o5"s
LFA15% . 3ns
Teores de polpa camu-camu (%0)
LFC 5% LFC 10% LFC 15% LFC 20%
Soma de ordens 1042 174 b 146 b 155 b
Diferencavs. LFC5% ______ 70" 42" 51"
LFC10% ... og"s gns
LFC15%  ____... . 19

ns = nao significativo. Valor absoluto critico de diferenga minima significativa (dms) o = 37 (NEWELL,
MACFARLANE, 1987.

Nos LFA, os mddulos da diferenca foram inferiores a DMS = 37 (diferenca
minima significativa), entre todos os teores de polpa de acai, concluindo que ndo houve
diferenga significativa a 5% entre os leites fermentados, e, portanto, ndo houve amostra
preferida. J& nos LFC, a amostra com 5% de polpa apresentou mddulos de diferenca
superiores a DMS = 37, mostrando diferenca significativa entre o LFC 5% e os demais LF,
sendo a amostra preferida. Entretanto o aumento no percentual de polpa de 10% até 20% néo
influenciou a preferéncia dos provadores. No teste de ordenacdo as menores somas indicam as
formulagGes mais preferidas, enquanto que as maiores somas indicam menor preferéncia.

Mesmo néo havendo diferenca entre os percentuais de polpa de acai adicionados,
ao se avaliar a frequéncia das ordens (Figura 23), o LFA 20% de polpa apresentou-se na
maioria das vezes em primeiro lugar, enquanto que o de 5% mostrou-se como amostra

preterida a maioria das vezes (Figura 24). Nos LFC, a frequéncia das ordens confirmou 00s
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resultados do Teste de Friedman para a maior preferéncia do LFC 5%, e classificando, como
amostra preterida, o LFC 10%, uma vez que este produto se apresentou a maioria das vezes

em quarto lugar e a menor quantidade de vezes em primeiro, em relagdo aos demais LFC’s.

25 ~
20
.g 15 ® Primeiro
§ m Segundo
g .
5 10 = Terceiro
m Quarto
5
0
LFA 5% LFA 10% LFA 15% LFA 20%
(A)
40 -
35 -
30 +
25 - ® Primeiro
m Segundo

m Terceiro

Frequéncia
N
o

H Quarto

[ERN
(8]

[ERN
o

LFC 5% LFC 10% LFC 15% LFC 20%
(B)

Figura 23 - Frequéncia das amostras (A) LFA e (B) LFC adicionados de diferentes concentracdes de
polpa de acai e camu-camu.

Mesmo ndo havendo preferéncia significativa entre os LFA pelo teste de

ordenacdo, a Escala Hedbnica, mostrou que houve diferenca significativa entre as
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aceitabilidades quanto a cor, aroma e aparéncia global, entretanto os atributos sabor e acidez,
néo diferiram (p < 0,05) entre as concentragdes de polpa adicionadas (Figura 24).

Nos LFA, as medias das notas do atributo cor aumentaram conforme o teor de
polpa de acai foi aumentado, seguindo para os pontos “gostei moderadamente” e “gostei
muito” na escala estruturada de 9 pontos, para 0os LFA 10%, LFA 15% e LFA 20%. O LFA
5% se classificou em “gostei levemente”. Leite (2015), avaliando a aceitabilidade de cor em
iogurtes simbidticos de agai com 15% de polpa, também verificou aceitabilidade relacionada
ao ponto ‘“gostei muito”. Em relacdo ao atributo aroma, as melhores médias foram
relacionadas aos leites fermentados com 15% e 20% de polpa, sendo classificados em “gostei
moderedamente”. Para o atributo aparéncia global, os LFA em todos os teores de polpa
classificaram-se em “gostei moderadamente”, mostrando que o agai pode ser aplicado em

produtos lacteos com boa aceitabilidade.

B FAS% ®LFA10% ®LFA15% ®LFA20%

7.91ab 3192 7 6a 7884

7,31b 7,24h 7,32ab

6,44c

Notas

o P N W b~ OO N 00 ©
1

Cor Aroma Aparéncia Global
Atributos

Figura 24 - Valores médios dos atributos cor, aroma, e aparéncia global dos leites fermentados com
diferentes concentragdes de polpa de acai, pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Quanto aos LFC as diferencas significativas concentraram-se entre os atributos de
sabor, acidez e aparéncia global, enquanto cor e aroma néo diferiram entre os teores de polpa
de camu-camu. As médias das notas dos atributos que apresentaram diferenca significativa
estdo apresentadas na Figura 25. Quanto ao atributo sabor, as médias variaram entre
“indiferente” (LFC 10%), “gostei levemente” (LFC 15% e LFC 20%) e gostei
“moderadamente” (LFC 5), concluindo que a menor quantidade de polpa de camu-camu,

apresentou melhor sabor.
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mLFC5% ®mLFC10% ®=LFC15% mLFC 20%
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Figura 25 - Valores médios dos atributos sabor, acidez, e aparéncia global dos leites fermentados com
diferentes concentragdes de polpa de camu-camu, pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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7. CONCLUSOES

Quanto a qualidade das polpas, ambas apresentaram elevado teor de umidade,
sendo, portanto bastante pereciveis. Quanto ao Padrdo de Identidade e Qualidade para frutas,
ndo ha classificacdo para a polpa de camu-camu na legislacao brasileira, porém os dados estéo
de acordo com as literaturas consultadas, enquanto polpa de acai atendeu a todos os critérios
estabelecidos.

Em relacdo a composigdo nutricional dos leites fermentados, concluiu-se que o
aumento no teor da polpa de camu-camu, aumentou o teor de umidade e reduziu o extrato
seco total nos leites fermentados com camu-camu. Os leites fermentados com camu-camu e
leites fermentados com acai apresentaram extrato seco total superiores ao recomendado pela
literatura consultada. Quanto aos teores de proteinas e lipidios, todos os produtos elaborados
atenderam a legislacéo vigente.

Na poés-acidificacdo observou-se influéncia dos teores de polpa no pH e acidez
titulavel em &cido latico em todos os produtos fermentados, sendo os menores valores de pH
observados nos iogurtes com acgai e com camu-camu entre os dias 0 e 7 de estocagem.

Nos leites fermentados e iogurtes com acai as acidificacbes foram maiores nos
teores de polpa de 15 e 20%, enquanto nos leites fermentados e iogurtes com camu-camu, as
acidificagbes foram maiores nos produtos com 5% de polpa de camu-camu. Todos 0s
produtos fermentados atenderam a legislacdo quanto a acidez titulavel.

A analise colorimétrica dos LFA e IA mostrou que os parametros L*, a* e b*
foram influenciados proporcionalmente pelos teores de polpa de acai e pelo tempo de
prateleira. Verificou-se perda de cor ao fim dos 28 dias, provavelmente relacionada a
degradacéo das antocianinas.

Os leites feremntados com acai e com camu-camu atenderam a legislacdo quanto
as contagens de bactérias probioticas, sendo classificados como produtos probidticos, durante
0 periodo avaliado, com excecdo do LFC 20%.

Quanto ao teor de fenolicos totais verificou-se que 0 aumento no teor de polpa de
camu-camu, aumentou os teores de fendlicos nos iogurtes e leites fermentados, e que estes
teores reduziram ao fim dos 28 dias de armazenamento, porém mantiveram cerca de 50% da
quantificacdo inicial. Verificou-se nos LFC, que onde houve relacdo entre as contragens de
LA-5 e o teor de compostos fenolicos, indicando efeito desses microrganismos no
comportamento dessas substancias.

As antocianinas foram proporcionalmente influenciadas pelos teores de polpa, e

reduziram em torno de 50% e 40% nos leites fermentados e iogurtes de agai ao fim dos 28
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dias de armazenamento. Os iogurtes mantiveram suas antocianinas mais estaveis, devido
sofrerem maiores acidificacdes. Nao foi possivel estabelecer relacdo entre a reducdo das
antocianinas e as contagens de bactérias laticas.

A atividade antioxidante dos produtos fermentados apresentaram excelentes
correlagdes com as antocianinas e componentes fendlicos dos leites fermentaods e iogurtes, e
reduziu conforme a concentracdo destes componentes reduziram seus teores.

Os leites fermentados apresentaram boa aceitabilidade sensorial, com pontuagéo
de aparéncia global em “gostei moderadamente”, podendo ser uma alternativa tecnologica

para industrializacdo de frutas nativas da Amazonia.
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