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RESUMO

Os alimentos funcionais sao capazes de gerar efeitos benéficos, metabdlicos e ou
fisiologicos aos seus consumidores, neste contexto, os probidticos sdo bastante
requisitados por seu papel promotor da saude, sendo as principais fontes de obtencao
os alimentos fermentados, como leites fermentados e iogurte. As bactérias acido-
laticas, sdo os microorganismos mais utilizados na produgao de alimentos probidéticos,
devido as suas caracteristicas funcionais comprovadas e por serem consideradas de
ingestao segura. Como alternativa de uso para individuos que por algum motivo ndo
consomem derivados lacteos, este trabalho objetivou propor a formulagdo de uma
bebida com caracteristicas probioticas a base de agua de coco, isenta de lactose e
fermentada por Lactobacillus casei shirota. Realizou-se duas formulagdes: uma com
agua de coco industrializada (F1) e outra com a agua de coco in natura (F2), com
corregdo do pH de ambas. Apds o inéculo de 3% (v/v) de bebida fermentada
comercializada, que contém bactérias acido-laticas, as formulagdes foram mantidas
em fermentagéo por 48 h em 36 °C. As formulagdes F1 e F2 foram analisadas quanto
a presenca de coliformes termotolerantes (45 °C), e em intervalos de 6 horas durante
o periodo de fermentagdo houve a avaliagdo da estabilidade fisico-quimica (pH e
acidez total titulavel), e determinagao do perfil de crescimento microbiano. As aguas
de coco utilizadas apresentaram-se em condi¢des sanitarias satisfatorias, de acordo
com a legislacao vigente. Na formulagao F1 obteve-se crescimento celular ideal em
24 h de fermentacdo, com faixa de pH e acidez praticamente constante. Ja em F2
foram necessarias 12 h para obter o crescimento esperado (108-10° UFC/mL), e
notou-se valores crescentes de acidez no decorrer das 48 hs de analise, com
consequente diminuicdo do pH. Os resultados obtidos foram satisfatérios e
demonstram um potencial para produgao de bebida probidtica com substrato de agua
de coco. E necessario, ainda, outras analises para determinacéo de lactose e para a
construcado do perfil nutricional do produto final, além de uma analise mais efetiva

quanto ao tempo de prateleira e armazenamento do produto proposto.

Palavras-chave: Lactobacillus. Fermentacéo. Agua de Coco. Alimentos Funcionais.

Probidticos.



ABSTRACT

Functional foods can generate metabolic and or physiological beneficial effects to their
consumers, in this context, probiotics are highly requested for their role as health
promoters, being fermented foods the main sources, such as fermented milks and
yogurt. The acid-lactic bacteria are the most commonly used microorganisms in the
development of probiotic foods, due their proven functional characteristics and their
generally recognized as safe ingestion. As an alternative to consumption of individuals
who for some reason do not eat dairy products, this study aimed to propose a
formulation of a beverage with probiotic characteristics based on coconut water,
lactose free and fermented by Lactobacillus casei shirota. Two formulations were
made: one with industrialized coconut water (F1) and the other with in nature coconut
water (F2), the pH of both was adjusted. After the inoculation of 3% (v/v) of
commercialized fermented beverage, which contains acid-lactic bacteria, the
formulations were kept to fermentation for 48 h at 36 °C. The formulations F1 and F2
were evaluate the presence of thermotolerant coliforms (45 °C), and at intervals of 6
hour during the fermentation period the physical-chemical stability (pH and total acidity)
was evaluated and the determination of microbial growth profile. The coconut water
used in this experiment were presented in satisfactory sanitary conditions, according
to the current legislation. The F1 formulation obtained ideal cell growth in 24 hours of
fermentation, with pH and acidity range practically constant. In F2, it was necessary
12 hours to obtain the expected growth (108-10° CFU/mL), and it was noticed an
increase in the acidity value during the 48 hours of analysis, along with a consequent
decrease in pH. The results obtained were satisfactory and showed a potential for
probiotic beverage production with the coconut water substrate. Further analysis is
required for the determination of lactose and for construction of a nutritional profile of
the final product, as well as a more effective analysis of the shelf life and storage of

the proposed product.

Keywords: Lactobacillus. Fermentation. Coconut Water. Functional Foods.

Probiotics.
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1 INTRODUGAO

As doengas cronicas-degenerativas tém sido a principal causa de morte no
Brasil e controlar os fatores de risco destas doencas € uma forma de aumentar a
expectativa de vida com qualidade. Aspectos como a pratica de atividades fisicas e
dieta equilibrada sdo essenciais para o tratamento e prevencao de tais doencgas,
colaborando para a manutengao da saude (BORGES, 2017). Neste contexto, ha um
aumento no interesse por alimentos funcionais, com o propésito de obter os efeitos
benéficos, metabdlicos e fisioldgicos que estes podem ocasionar (MARKOWIAK et al.,
2017).

Os probioticos sao bactérias gram-positivas, definidas internacionalmente
como “microorganismos vivos que quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a saude do hospedeiro”, sendo classificados como alimentos
funcionais (FAO/WHO, 2001).

Entre os principais géneros de probidticos estdo os Lactobacillus e
Bifidobacterium. Os lactobacilos sao pertencentes do grupo de bactérias acido-laticas
(BAL), e residem naturalmente no trato gastrointestinal, cavidade oral e vagina. As
bifidobactérias representam até 90% de bactérias anaerdbias em lactentes, sendo
importantes ao bom funcionamento do organismo humano durante toda a vida
(CARDOSO, FLORENCE, 2015).

Os probidticos atuam para a manutencado da funcao intestinal saudavel na
prevencao e tratamento de diarreias e alergias alimentares, alivio da intolerancia a
lactose e normalizagao do transito intestinal (SANDERS et al., 2014); diminuicdo do
colesterol sérico, reducéo dos niveis plasmaticos de LDL e homeostase da glicose; e
na fungéo imune, regulando o sistema de defesa (FLESCH et al., 2014; SANDERS et
al., 2014; MARKOWIAK et al., 2017).

As alergias e intolerancias quanto a ingestao do leite sdo as principais causas
para a restricao ao consumo de laticinios. De maneira geral, as alergias e intolerancias
se manifestam por meio da incapacidade bioquimica do organismo de digerir,
absorver ou metabolizar um componente especifico. A intolerancia a lactose é
caracterizada pela incapacidade de digerir a lactose devido a falta ou diminuicdo da
enzima lactase (RANGEL et al., 2016).
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Tendo em vista que a forma mais comum de acesso aos probidticos € por meio
dos leites fermentados e iogurtes, pessoas que apresentam intolerancia a lactose nao
podem consumir este tipo de alimento e usufruir de seus beneficios. E previsto que
cerca de 75% da populagéo, ao chegar a fase adulta, desenvolva esse tipo de
intolerancia, pela perda da capacidade de digerir a lactose (CUTRIM et al., 2017).

No Brasil, os alimentos a base de laticinios estdo entre os principais segmentos
da industria alimenticia, ocupando a posi¢gao de quarto lugar com um rendimento de
cerca de R$ 59 bilhdes no ano de 2015. Além disso, fazem parte dos principais
ingredientes definidos como tendéncia do mercado, com destaque aos probidticos,
produtos isentos de lactose e alimentos fermentados (BARRETTO et al., 2016).

A agua de coco, obtida da parte liquida do fruto do coqueiro, é pouco caldrica,
possui sabor adocicado e sua composi¢ao confere beneficios, tais como reposicéo de
eletrélitos, como sais minerais, vitaminas, aminoacidos e glicidios. Atua como um
excelente isotdnico natural e dentre as propriedades funcionais atribuidas a agua de
coco, a reidratacdo e reposicao de eletrolitos se apresentam como as principais
(CARVALHO et al., 2006; DIAS et al., 2015; GOMES et al., 2015).

Como forma alternativa e econémica de produzir uma bebida fermentada, neste
trabalho optou-se pelo desenvolvimento de uma bebida a base de agua de coco, in
natura e industrializada, adicionada de bactérias acido laticas provenientes de um leite
fermentado comercializado. Todas matérias-primas sao de facil acesso, acessiveis

economicamente e seguras do ponto de vista microbioldgico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Propor a formulacdo de uma bebida com caracteristicas probiéticas a base de
agua de coco, isenta de lactose e fermentada por Lactobacillus casei shirota, a qual
possa ser consumida de forma segura por individuos portadores de intolerancia a

lactose.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Produzir bebida probidtica com matérias-primas (substrato e in6culo) de baixo custo
e facil obtencao;

- Avaliar se a bebida formulada apresenta as caracteristicas probidticas previstas na
legislacao;

- Determinar o tempo de viabilidade de bactérias e temperatura de incubacgao;

- Avaliar as alteracdes do valor de pH e acidez durante a fermentacao;

- Relacionar a bebida probiética a base de agua de coco industrializada e a bebida
probidtica a base de agua de coco in natura;

- Avaliar a qualidade sanitaria da agua de coco por meio da analise de coliformes

totais;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PROBIOTICOS

A nutricdo possui um importante papel, além de sua fungao basica de fornecer
os nutrientes necessarios para o crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia do
organismo. Nutrir-se de forma saudavel € um meio promissor de evitar doencgas
crbnicas como obesidade, doencgas cardiovasculares, diabetes e cancer. Neste
contexto, ha um aumento no interesse por alimentos funcionais, com o propdsito de
obter os efeitos benéficos, metabdlicos e ou fisioldgicos que estes podem ocasionar
(MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2017).

Os probidticos sdo considerados microorganismos vivos capazes de melhorar
o equilibrio microbiano intestinal, produzindo efeitos benéficos a saude do individuo,
sendo os probidticos aprovados pela Anvisa para alimentos os Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus casei variedade rhamnosus,
Lactobacillus casei variedade defensis, Lactobacillus paracasei, Lactococcus lactis,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animallis (incluindo a subespécie B. lactis),
Bifidobacterium longum, Enterococcus faecium (BRASIL, 2002).

As bactérias do tipo probidticas mais utilizadas na producdo de alimentos
funcionais s&o as gram-positivas do género Bifidobacterium e Lactobacillus, devido ao
fato destas serem conhecidos a bastante tempo e por fazerem parte da microflora
intestinal humana, além de serem reconhecidamente seguras (TRIPATHI; GIRI,
2014).

As bactérias do género Lactobacillus sdo consideradas mais resistentes que as
do tipo Bifidubacterium, visto que podem ser encontradas em alimentos de baixo pH
(TRIPATHI; GIRI, 2014). Os Lactobacillus sdo pertencentes do grupo de bactérias
acido-laticas, e residem naturalmente no trato gastrointestinal, cavidade oral e vagina.
As bifidobactérias sao da classe de Actinobacteria e representam até 90% de
bactérias anaerdbias em lactentes, sendo importantes ao bom funcionamento do
organismo humano durante toda a vida (CARDOSO, FLORENCE, 2015).

3.1.1 Microbiota Intestinal
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O trato gastrointestinal € um ecossistema complexo, inclui o epitélio
gastrointestinal, o sistema imune e a microbiota. A principal vantagem do consumo
regular dos probidticos é a influéncia positiva sobre a microbiota intestinal em que
habita, por promover o equilibrio adequado para uma fungdo normal do organismo
(MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2017).

A microbiota intestinal € composta tanto por bactérias comensais ao organismo,
quanto temporarias (de passagem pelo trato gastrointestinal). Estdo situadas
sobretudo no célon, ambiente de anaerobiose e grande motricidade, contendo cerca
de 10%a 102 bactérias por mililitro. A coloniza¢éo microbiana € um processo dinamico,
dependente de fatores externos como a dieta, consumo de alcool, estresse, uso de
laxante e antibidticos, além do modo de nascimento, genética e infecgdes (WEN;
DUFFY, 2017).

A composigao da microbiota desempenha um papel fundamental na condigédo
metabdlica do individuo, na regulacdo da homeostase energética (MIRAGHAJANI et
al.,, 2017), e até mesmo na fungao cerebral, afetando o estado psicolégico do
hospedeiro (TAKADA et al., 2017).

A interacdo das bactérias benéficas da microbiota com o sistema imune
humano provoca uma inibicdo de bactérias patogénicas (Clostridium perfringens,
Campylobacter jejuni, Salmonella Enteritidis, Escherichia coli, varias espécies de
Shigella, Staphylococcus e Yersinia), gerando o estado saudavel de eubiose. Este
equilibrio proporciona melhorias na digestdo e absorgao de nutrientes, sintese de
vitaminas do complexo B e K e de acidos graxos de cadeia curta, controle da
permeabilidade intestinal e modulagao eficiente da resposta inflamatéria (QUILICI,
2017).

Por outro lado, a disbiose, desregulacdo da microbiota intestinal, esta
associada a varios estados de doenga, como obesidade, diabetes (WEN; DUFFY,
2017), alergias, doencgas inflamatdrias intestinais, gastroenterites (SANDERS et al.,
2014), e aumento da proliferagado de patdgenos, com possiveis infecgdes bacterianas
(CARDOSO, FLORENCE, 2015).

Desta forma, manipular a microbiota intestinal a partir do uso de probiéticos em
conjunto com habitos saudaveis, se mostra um meio para reduzir o risco global de
diferentes doencas cronicas. Além disso, os probidticos atuam para a manutencao da
funcdo intestinal saudavel na prevencado e tratamento de diarreias e alergias

alimentares, alivio da intolerancia a lactose e normalizagdo do transito intestinal
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(SANDERS et al.,, 2014); colaboram positivamente na fungcdo metabdlica com a
diminuigcao do colesterol sérico, redugao dos niveis plasmaticos de LDL e homeostase
da glicose; e na fungdo imune, regulando o sistema de defesa, por aumentar a
absorgao de compostos vitaminicos e minerais e o estimulo a produgao de acidos
organicos e aminoacidos (FLESCH et al., 2014; SANDERS et al., 2014; MARKOWIAK;
SLIZEWSKA, 2017).

3.1.2 Mecanismos de Agao dos Probiéticos

Pesquisadores concluiram que o efeito benéfico dos probidticos se deve tanto
a interag&o dos microorganismos vivos ingeridos com o hospedeiro, quanto a ingestéao
dos metabdlitos microbianos provenientes do processo fermentativo (TRIPATHI; GIRI,
2014). Alguns produtos do metabolismo dos probidticos apresentam propriedades
anticancerigenas e imunossupressoras (MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2017).

Dentre outros efeitos, ha a redugao dos riscos para o desenvolvimento de
alguns tipos de tumores, devido a degradacdo de compostos com potencial
carcinogénico, alteragbes qualitativas e/ou quantitativas envolvidas na producao de
carcinogenos e a sintese de produtos antimutagénicos no célon, como o butirato
(FLESCH et al., 2014; CARDOSO, FLORENCE, 2015).

Os probidticos ajudam no reparo da candidiase, de caries dentarias e de
doengas gastrointestinais. Possuem alto potencial terapéutico no tratamento de
doengas como obesidade, sindrome de resisténcia a insulina e diabetes tipo 2
(MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2017).

Os principais mecanismos de acdo da funcionalidade probidtica sao:
antagonismo através da producgédo de substancias antimicrobianas; competicdo com
agentes patogénicos para adesao ao epitélio e para nutrientes; imunomodulagédo do
hospedeiro; e inibicdo da producgéo de toxinas bacterianas (FAO/WHO, 2001).

A habilidade de agir contra patdogenos torna os probidticos importantes na
profilaxia e tratamento de infeccbes e na manutencdo da homeostase da microbiota
do hospedeiro. Eles atuam na defesa do intestino através da produgao de metabdlitos,
como o peroxido de hidrogénio e acidos acético e latico, responsaveis por reduzir o
pH intestinal, inibindo o crescimento de bactérias patogénicas, além de produzir
substancias antimicrobianas, como as bacteriocinas. Outro meio para esta acéo é

através da co-agregacao, que leva a formagao de uma barreira protetora, impedindo
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a colonizagdo do epitélio por microorganismos indesejaveis (FAO/WHO, 2001;
MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2017).

Sua adesdo nas células epiteliais, além de bloquear os patdégenos, pode
desencadear uma cascata de sinalizagao, a partir do contato com o tecido linfoide
(GALT- gut associated lymphoid tissues) que permite aos probiéticos atuarem como
moduladores dos efeitos locais e sistémicos sobre a imunidade inata e adaptativa. O
estimulo da resposta imune do hospedeiro ocorre também por conta do aumento da
atividade fagocitaria de neutrdfilos, da citotoxicidade de células natural-killer, da
sintese de Imunoglobulina A, da ativagao de linfécitos T e B, e da redugéao de citocinas
pro-inflamatérias (FLESCH et al., 2014; CARDOSO, FLORENCE, 2015).

3.1.3 Lactobacillus casei

A cepa de Lactobacillus casei € amplamente usada em alimentos, sendo
algumas de suas aplicabilidades: prevencdo da diarreia associada a uso de
antibioticos em adultos e diarreia causada por Clostridium difficile; terapia adjuvante
para erradicagdo de H. pylori; auxilio no crescimento do Lactobacillus acidophilus;
melhora a digestdo com redugdo da intolerancia a lactose e constipacao; e evitar

disfun¢des abdominais e sintomas de gripe (FLESCH et al., 2014).

Figura 1 - specto miroscépico dos Lactobacillus casei.
Fonte: Autores (2018).

Em estudo duplo-cego, randomizado, e controlado por grupo placebo, foi
apresentado que o consumo regular de Lactobacillus casei € capaz de prover
melhorias na qualidade do sono durante periodos de estresse elevado (TAKADA et
al., 2017).
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Outro estudo com grupo-controle demonstrou uma maior inibicdo no
crescimento de H. pylori em pacientes com uso de probidticos. Em pacientes com
Sindrome de resisténcia a insulina o0 consumo por 12 semanas mostrou uma redugao
significante nos niveis de VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1), indicador de
presencga de citocinas inflamatérias (MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2017).

Estudos experimentais demonstram a atuacdo dessa cepa na reducdo da
inflamacgao, dos niveis de radicais livres e da destruicdo de células B em ilhotas de
Langerhans (MIRAGHAJANI et al., 2017).

3.1.4 Administragao de L. casei em Alimentos

Para aplicagdo em produtos alimenticios, 0os microorganismos probidticos
escolhidos devem seguir critérios como: seguranga, nao havendo efeitos adversos
para o consumidor; resisténcia para sobreviver a passagem no trato digestivo;
capacidade de proliferacdo e aderéncia ao intestino; habilidade de competir com a
microbiota residente, possuindo atividade antimicrobiana; ter beneficios clinicos
devidamente comprovados; e atender a critérios tecnoldgicos, sendo passiveis de
cultivo em larga escala, com estabilidade genética e viabilidade de manter a
quantidade adequada de probidticos vivos até 0 momento do consumo. A forma como
os probidticos atuam depende da cepa, dose e componentes usados para produzir o
produto (FAO/WHO, 2001; MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2017).

O Lactobacillus casei shirota € um probidtico reconhecido pela ANVISA e que
assim como os demais microorganismos probidticos devem ter a quantidade minima
viavel de microorganismo no produto final pronto para consumo na faixa de 108 a 10°
Unidades Formadoras de Colénias (UFC) para que possam promover a agao benéfica
no organismo. E necessario comprovacéo da eficacia pela empresa, incluindo laudo
de analise do produto que comprove a quantidade minima viavel do microorganismo
até o prazo final de validade e teste de resisténcia da cultura utilizada no produto a
acidez gastrica e aos sais biliares (ANVISA, 2008).

3.2 FERMENTACAO LATICA

A fermentacao é utilizada pelo homem desde os tempos mais remotos. Os

mecanismos pelo qual a fermentacédo atua comegaram a ser estudados e esclarecidos
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cerca de 150 anos atras, porém a sua agédo na conservagado de alimentos ja era
bastante utilizada (DUNFORD, 2012).

Diversos produtos alimenticios tém sua produgao proveniente da fermentacao
de microorganismos, tais como queijos, leite, vinho, cerveja, paes e outros. O
processo de fermentacédo acontecia de forma natural, sendo assim, de acordo com a
regiao, foi desenvolvida uma técnica propria para a produgcdo de produtos
fermentados, com diferentes formas de manuseio, condigdes e armazenamento,
resultando em diferentes tipos de produtos com caracteristicas sensoriais especificas,
os quais foram passados de geracdo em diante. Com o passar do tempo, o processo
de elaboragdo de produtos fermentados foi regularizado pela industria (ORDONEZ,
2005).

A fermentagdo tem como principais beneficios o aumento da seguranca
alimentar, o incremento do valor nutricional e das caracteristicas sensoriais dos
alimentos. Grande parte dos alimentos fermentados tem como microorganismos de
acao as bactérias acido-laticas, as quais sdo consideradas geralmente reconhecidas
como seguras (GRAS - Generaly Recognized As Safe) e estdo relacionadas aos
probioticos (SOCCOL; PANDEY; LARROCHE, 2013; WU; HUANG; ZHOU, 2017).

Um dos produtos provenientes da fermentagdo mais consumidos é sem duvida
os leites fermentados, os quais tem como base as bactérias acido-laticas. Devido a
diversidade de BAL existentes, € possivel obter diferentes tipos de leites fermentados,
entretanto a producao deste tipo de produto consiste basicamente na pasteurizagao
do leite, seguida pela semeacédo e adigcdo do microorganismo, 0s quais promovem a
acidificagao e o aparecimento de caracteristicas sensoriais tipicas da fermentagao.
ApoOs esse processo € feita a refrigeracdo e o produto esta pronto para a
comercializacdo (ORDONEZ, 2005).

O surgimento de pesquisas que comprovam os beneficios provenientes da
acao de bactérias acido laticas e probidticas na saude e bem-estar tem despertado
cada vez mais o interesse da industria no desenvolvimento e aprimoramento de
produtos alimenticios. E sabido que os probiéticos tem acdo fundamental no trato
gastrointestinal, melhorando a flora intestinal, prevenindo contra diversas doengas e
contribuindo para a saude como um todo do individuo (SILVA et al., 2017).

Tendo em vista que a forma mais comum de acesso aos probidticos € por meio

dos leites fermentados e iogurte, pessoas que apresentam intolerancia a lactose ou
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alergia a proteina do leite de vaca ndo podem consumir este tipo de alimento e usufruir
de seus beneficios (CUTRIM et al., 2017).

Em relacdo ao leite, o iogurte possui uma quantidade inferior de lactose, devido
a fermentacao das BAL, as quais convertem uma parte da lactose em acido latico.
Ainda assim, ha uma necessidade de alternativas que viabilizem o consumo de
probidticos por meio de produtos isentos ou de baixa lactose (CUTRIM et al., 2017).

O Yakult é um leite fermentado produzido a base de leite desnatado e
fermentado pelo probidtico Lactobacillus casei Shirota. O L. casei € uma bactéria
gram-positiva, acido latica e heterofermentativa. Ademais, possui beneficios
comprovados na saude do trato gastrointestinal e acédo antimutagénica (SOCCOL;
PANDEY; LARROCHE, 2013).

3.2.1 Bactérias Acido-Laticas (BAL)

As bactérias acido-laticas sdo um grupo de microorganismo gram-positivos os
quais possuem o acido latico como produto final da fermentagao de carboidratos. As
BAL sao de importante interesse na producao de alimentos devido a sua influéncia
tanto no sabor quanto na preservacao do produto, sendo a sua fermentacio bastante
utilizada no desenvolvimento de alimentos com caracteristicas probiéticas (DIVYA et
al., 2012).

Apesar das BAL constituirem um grupo de bactérias bastante diversificado,
todas tem em comum a capacidade de produzir acido latico como consequéncia da
fermentacdo de hexoses. Estas ainda podem ser classificadas como
homofermentativas ou heterofermentativas dependendo do produto final da
fermentacdo. As bactérias do tipo homofermentativas produzem acido latico como
unico produto final, enquanto que as heterofermentativas, sendo o L. casei parte deste
grupo, produzem lactato, didxido de carbono e etanol em quantidades equivalentes
como produtos finais, sendo estas mais influentes na caracterizagéo de aroma e sabor
(JAY, 2005; DIVYA et al., 2012).
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Figura 2 — Vias de producéao da fermentagdo homolatica e heterolatica.
Fonte: Adaptado de JAY (2005).

Os alimentos fermentados sdo considerados a principal fonte de obtencéo de
probioticos, sendo assim, as BAL s&do os microorganismos mais utilizados na
producao de alimentos probidticos a base de laticinios, devido as suas caracteristicas
funcionais comprovadas e por serem consideradas de ingestdo segura (DIVYA et al.,
2012).

Além disso, essas bactérias sdo consideradas organismos de biopreservagéo
devido sua influéncia positiva no fator nutricional, sensorial e de conservagao de
produtos fermentados. As BAL sao capazes de controlar o crescimento de
microorganismos patogénicos por meio da producdo de acidos organicos,
bacteriocinas e pela competicdo por nutrientes, tendo por consequéncia contribuicao
na preservagao, com o aumento da vida de prateleira do produto, e na seguranga
alimentar para consumo (DIVYA et al., 2012).

Em funcdo das suas funcionalidades, as bactérias acido-laticas séao
fundamentais na industria de alimentos, as quais unem uma vantagem econdémica e

a promogao e manutengao da saude dos consumidores (DIVYA et al., 2012).

3.2.2 Fabricagao de Produtos Fermentados

O mercado de alimentos funcionais apresenta-se em constante crescimento e
em 2013 chegou a cerca de US $ 176,7 bilhdes, sendo que destes, 60% a 70%
compreendem os alimentos funcionais do tipo probidticos. O desenvolvimento de
produtos lacteos com adigao de probidticos tem sido bastante apreciado pelo mercado

global, entretanto devido ao crescimento de casos de intolerancia a lactose nos
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ultimos anos, os produtos probidticos nao lacteos tem ganhado destaque e interesse
da industria, com a criagao de produtos a base de soja, cereais, vegetais, suco de
frutas e outros (TRIPATHI; GIRI 2014).

No Brasil, os alimentos a base de laticinios estdo entre os principais segmentos
da industria alimenticia, ocupando a posigao de quarto lugar com um rendimento de
cerca de R$ 59 bilhdes no ano de 2015. Segundo o relatoério Brasil Food Trends 2020,
do Instituto de Tecnologia de Alimentos, os laticinios fazem parte dos principais
ingredientes definidos como tendéncia do mercado, com destaque aos probidticos,
produtos isentos de lactose e alimentos fermentados (BARRETTO et al., 2016).

Para obter a sua funcionalidade e beneficios, os alimentos probiéticos devem
ser seguros do ponto de vista microbiologicos e sanitarios e estar em uma quantidade
suficiente ao ser consumido, ou seja, o tipo de microorganismo adicionado deve ser
apropriado para o alimento ao que vai ser adicionado e deve sobreviver a todas as
etapas de processamento e armazenamento do produto final (MARKOWIAK;
SLIZEWSKA, 2017).

Diversos fatores sédo responsaveis por deixar as bactérias probibticas viaveis
durante todo o processamento de alimentos fermentados, entre eles é possivel citar,
quanto a matéria-prima: pH, acidez, atividade da agua, presenga de oxigénio, sal,
acucar e aditivos quimicos; quanto ao processamento: tratamento térmico,
temperatura, tipo de embalagem e armazenamento; e quanto a microbiologia: tipo de
microorganismo, taxa e proporc¢éao de inoculagédo (TRIPATHI; GIRI, 2014).

A temperatura é um fator fundamental quando se trata da viabilidade de
microorganismos, sendo 37°C a 43°C a temperatura 6tima de crescimento de grande
parte das bactérias probidticas. Temperaturas mais altas, acima de 50°C inviabilizam
o crescimento bacteriano, assim como a exposi¢cao de bactérias anaerdbicas ao
oxigénio durante a fermentagdo. Quanto a temperatura de armazenamento, os
produtos probidticos devem ser mantidos a a uma temperatura de aproximadamente
4°C, podendo variar de 2°C a 8°C (COSTA et al., 2013).

Visto que a maioria das espécies probidticas sao estritamente anaerdbicas, o
oxigénio pode afetar a sua sobrevivéncia e viabilidade, sendo assim, tais
microorganismo podem ser afetados por meio dos seguintes mecanismos: toxicidade
pela inducido da produgao de peroxidos téxicos e de radicais livres, os quais também

sdo tdxicos para as bactérias probidticas. De maneira geral, o género Lactobacillus
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apresenta maior resisténcia ao oxigénio em comparagdo as Bifidubacterium
(TRIPATHI; GIRI, 2014).

Quanto ao pH, quando este encontra-se muito baixo e consequentemente mais
acido, inviabiliza o crescimento das bactérias probioticas, sendo assim, as bebidas
probidticas a base de suco de frutas, os quais possuem uma natureza mais acida, sao
mais dificeis de serem produzidas pela industria alimenticia, nesse caso, ha
possibilidade de adigdo de aditivos que permitam o crescimento bacteriano. O
Lactobacillus, por serem mais resistentes, conseguem sobreviver em um meio com
valores de pH entre 3,7 e 4,3 (ELLENDERSEN et al., 2012).

3.3 AGUA DE COCO

A busca por habitos saudaveis, como a ingestao regular de frutas e derivados,
torna o coco um alimento bastante valorizado e de alto consumo no Brasil. A agua de
coco, obtida da parte liquida do fruto do coqueiro, € pouco caldrica e possui sabor
adocicado. Sua composicao confere ao seu consumidor diversos beneficios, tais
como reposicao de eletrdlitos, sais minerais, vitaminas, aminoacidos e glicidios. Esta
bebida atua como um excelente isotdnico natural, sendo util na prevencao e
tratamento da desidratagao e desnutricao proteica (DIAS et al., 2015; GOMES et al.,
2015).

O coco (Cocos nucifera) é classificado como drupa monosperma, por ser um
fruto carnoso, com apenas uma semente envolvida pelo endocarpo endurecido. A
semente é constituida pelo tegumento, localizado entre o endocarpo e o albumen
solido. Este albumen é comestivel, branco, bastante oleoso, e forma uma grande
cavidade central, onde é formada a agua de coco, ou albumen liquido (CARVALHO
et al., 20006).

A agua de coco assume uma importante fungdo no amadurecimento e
germinagao do fruto por atuar na formagéo do albumen sélido. A sua composi¢céo
quimica é alterada durante o processo de maturacado, sendo entre o sexto e oitavo
més apods o florescimento, o estagio em que a agua contém as caracteristicas
sensoriais e nutritivas ideais para o consumo, com a maioria dos sais minerais e
agucares redutores (glicose e frutose) dissolvidos, além de conter o maior volume de

endosperma liquido. Apés tal periodo, ocorrem variagdes prejudiciais a qualidade do
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alimento, relacionadas a sua degradacao (VENTURINI FILHO, 2005; CARVALHO et
al., 2006).

3.3.1 Composigio e Propriedades Fisico-Quimicas da Agua de Coco

A composigao basica da agua de coco contém 93% de agua, 5% de agucares,
e também proteinas, vitaminas e sais minerais. E uma bebida de sabor agradavel,
refrescante e pouco calérica. O grau de maturacdo do fruto influencia
substancialmente na bebida: na quantidade de oligoelementos, no pH, no conteudo
de acgucares e solidos totais, e inclusive no volume de agua. Ha diversos
micronutrientes presentes na bebida, como vitamina C, vitaminas do complexo B,
potassio, calcio, magnésio, cloreto, ferro, cobre e sddio. O potassio se destaca como
o principal eletrélito durante todo o processo de maturagéo, correspondendo a cerca
de 2/3 do total de minerais (VENTURINI FILHO, 2005).

O pH do albumen liquido apresenta valores proximos de 5 no periodo indicado
para colheita, caracterizando baixa acidez. O acido malico é o principal acido
naturalmente presente no liquido. A quantidade de frutose livre, importante para maior
dogura da bebida, encontra-se mais elevado até o oitavo més, havendo uma queda
neste teor com o avanco da idade do fruto, devido a sintese da sacarose, a partir da
frutose e glicose (CARVALHO et al., 2006).

Dentre as propriedades funcionais atribuidas a agua de coco, a reidratagao e
reposicao de eletrélitos se apresentam como as principais. Por ser uma 6tima fonte
de potassio, principal cation do fluido intracelular, que participa na manutencao do
equilibrio hidrico normal, na regulagdo da atividade neuromuscular e promogao do
crescimento celular, a agua de coco é ideal para consumo de desportistas, pacientes
com diarreia severa, quadros de vOmitos, aspiragdo gastrica, fistulas intestinais,

pessoas em geral acometidas por hipopotassemia (CARVALHO et al., 2006).

3.3.2 Producgao de Coco Verde

A demanda pela agua de coco cresceu significativamente, tanto no mercado
interno quanto externo, refletindo um expressivo aumento na producgao brasileira e em
suas areas de plantio, associado com avangos tecnoldgicos na condugao e manejo

dos coqueirais. A evolugdo do mercado é vista também pela maior preocupacao e
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interesse do setor industrial em disponibilizar o produto minimamente processado
(MARTINS; JESUS JUNIOR, 2014).

O coqueiro, constituido de uma s6 espécie (Cocus nucifera L.), € uma das
palmeiras de maior importancia cultivada no Brasil (VENTURINI FILHO, 2005). Ha trés
principais variedades de coqueiros: gigante, ando e hibrido. A variedade hibrida
apresenta maiores vantagens de aproveitamento, com dupla finalidade comercial (in
natura e agroindustria). A maior dificuldade em sua produgdo é a obtenc&do das
sementes capazes de atender o mercado consumidor. Os coqueiros-gigantes
possuem facilidade na adaptagdo em situagbes de estresse bioldgico, sendo
encontrados prioritariamente em propriedades com baixo nivel de uso tecnolégico
(MARTINS; JESUS JUNIOR, 2014).

Segundo dados do levantamento sistematico da produgéo agricola feito pelo
IBGE, foram produzidos um total de 1,7 bilhdes de cocos no pais em 2016. Ha o
plantio em todas as grandes regides brasileiras, sendo o nordeste responsavel por
cerca de 75% da produgéo do pais, seguido do sudeste e norte (IBGE, 2017).

No contexto internacional, o Brasil € o 4° maior produtor, liderando o ranking
mundial dos paises com maior produtividade, maior producado de frutos em menor
espacgo de plantio, caracterizando um modelo mais intensivo (MARTINS; JESUS
JUNIOR, 2014).

3.3.3 Processamento da Agua de Coco

A agua de coco encontra-se estéril no interior do fruto, entretanto a sua
composicao rica em nutrientes, contendo agucares imediatamente fermentesciveis e
baixa acidez, criam o meio ideal para contaminagdes microbiolégicas, em especial
meséfilos e termotolerantes, apés sua abertura. A vista disso, a adocdo de Boas
Praticas de Fabricacdo (BPF) € uma ferramenta indispensavel para a garantia da
seguranga alimentar, evitando assim o crescimento microbiano indesejado por conta
de erros no preparo, manipulagao e armazenamento (VENTURINI FILHO, 2005; DIAS
et al., 2015; GOMES et al., 2015).

A industrializagdo da agua de coco, feita adequadamente, auxilia no aumento
da vida util da bebida, prevenindo agdes microbiolégicas, quimicas e/ ou enzimaticas,
que comprometem a qualidade do produto. Além disso, apresenta beneficios em

relacdo ao seu deslocamento, por conta da diminuicdo do volume e peso
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transportados, desta forma reduzindo o custo do transporte, além de possibilitar o
consumo fora das regides produtoras (CARVALHO et al., 2006).

A aplicagéo de tecnologias de processamento e conservagao é uma alternativa
satisfatéria para garantir um produto de qualidade, seguro e viavel para consumo por
tempo prolongado. O modo e duragéo da estocagem varia conforme os métodos de
conservagao empregados. No comércio da agua de coco, as principais etapas do
processamento sdo expostas na tabela 1. Os produtos mais comuns obtidos sdo: agua
de coco in natura, agua de coco resfriada, agua de coco congelada, agua de coco
pasteurizada e congelada, agua de coco esterilizada e agua de coco ultrafiltrada
(CABRAL et al., 2005; VENTURINI FILHO, 2005).

Tabela 1 — Etapas de processamento da agua de coco.

Etapas Agua de Coco
In Resfriada Congelada Pasteurizada Esterilizada Ultrafiltrada
natura e congelada
Recepcéao X X X X X X
Selegao X X X X X X
Lavagem X X X X X X
Abertura X X X X X X
Extracao X X X X X
Filtracado X X X X X
Formulagao X X
Pasteurizacao X X
Esterilizagao X
Pré-resfriamento X X X X
Ultra-filtragcao X
Envase X X X X
Envase asséptica X X
Congelamento X X
Armazenamento X X X X X
Comercializagéo X X X X X X

Fonte: Autores (2018).

Tabela 2 — Caracteristicas das principais formas de agua de coco comercializadas.

Caracteristicas Agua de Coco

Resfriada Congelada Esterilizada
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Forma de armazenamento Refrigeracdo Congelamento Temperatura ambiente
Temperatura de armazenamento 4a8°C -18a-20 °C 15a30 °C
Vida-de-prateleira 3 a 5 dias 3 a 6 meses Até 1 ano

Fonte: Autores (2018).

As caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais da bebida sao influenciadas pelo
grau de maturacéo e variedade do fruto, a insolagéo, a regido do plantio e a época do
ano. Entre o 5° e 7° més, o fruto apresenta maior quantidade de liquido, em torno de
400ml, e maior teor de agucares (CABRAL et al., 2005).

Alguns processos sao comuns, independentemente do método de
conservagao, como a recepgao, selegao, lavagem, abertura do coco, extragcado da
agua e filtracdo. Na industrializacdo, os processos tecnolégicos devem ser
empregados em tempo otimizado, minimizando a exposi¢cao da agua de coco com o
ar, e com preservacdo ao maximo das caracteristicas naturais. As enzimas
polifenoloxidases (PPO) e peroxidases (POD) presentes na agua de coco, quando
expostas ao oxigénio, agem de maneira prejudicial: a PPO catalisa a oxidagao de
compostos fenolicos, cujos produtos se polimerizam, alterando a coloracao da bebida,
tornando-a mais escura; a POD acelera a deterioragcao de diversos nutrientes como o
acido ascorbico, e altera o sabor do alimento (CABRAL et al., 2005; CARVALHO et
al., 2006).

ApOs a colheita, os cocos sem injurias mecanicas podem ser estocados em um
periodo maximo de 15 dias em local fresco (20 °C), ou até 30 dias, caso estejam sob
temperatura de refrigeracéo (12 °C). Depois deste periodo € iniciado a deterioragao,
alterando a acidez da agua de coco. A area de recepg¢éo dos cocos deve ser sempre
higienizada adequadamente, sendo selecionados apenas os frutos apropriados a
partir de avaliagdo cuidadosa feita por pessoas treinadas. Em seguida deve ocorrer a
sanificacdo dos cocos de maneira manual ou por sistemas automaticos e enxague
com agua tratada. A abertura do coco e extracdo da agua s&o considerados pontos
criticos da produgao, devido os riscos de ocorrer agdes enzimaticas indesejaveis pelo
contato da agua com a parte fibrosa do fruto na presencga de oxigénio, capazes de
alterar as caracteristicas intrinsecas do produto. A agua de coco in natura é
comercializada apds a abertura, sendo comumente servido no proprio fruto
(VENTURINI FILHO, 2005).
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A filtrac&o visa reter particulas ou residuos, geralmente da casca, evitando
assim alteragbes na cor do liquido. O pré-resfriamento (5 a 10 °C) é uma etapa
importante pois a diminuigdo de temperatura reduz a possivel contaminacado do
produto (VENTURINI FILHO, 2005).

No processamento da agua de coco podem ser inseridos agucares, aditivos
(conservantes, antioxidantes e acidulantes) e coadjuvantes de fabricagdo. Os
acgucares adicionados realizam a correcao e padronizacao do teor de solidos soluveis
(°Brix). Os conservantes sdo agentes biostaticos, inibem ou evitam a proliferagao
microbiana, e ainda podem prevenir o escurecimento (enzimatico e ndo enzimatico).
Os antioxidantes também sao usados contra a deterioracdo dos alimentos. Os
acidulantes agem através da redugcdo do pH, minimizando a susceptibilidade ao
crescimento microbiano (VENTURINI FILHO, 2005).

Na etapa de formulagao, costuma ocorrer a corregao dos parametros de solidos
soluveis e acidez, além da possivel inser¢cao de aditivos, afim de inibir a deterioracao.
Outro tratamento auxiliar, que tem a finalidade de manter a qualidade do produto € a
pasteurizagdo, em que a agua de coco é submetida a temperaturas entre 75 a 90 °C.
Tal processo estende a vida de prateleira para até 6 meses, por reduzir os niveis de
contaminagao microbiolégica (CARVALHO et al., 2006).

Os processos térmicos sao eficientes na inativagcdo da atividade enzimatica
prejudicial a bebida, no entanto, a exposicédo ao calor prolongada provoca perdas
sensoriais no sabor e aroma naturais da agua de coco (CARVALHO et al., 2006).

A etapa de congelamento pode ocorrer de forma lenta, sendo ndo uniforme ao
longo da embalagem; e de forma rapida e mais eficiente, pelo uso de solugdes
criogénicas. O congelamento rapido e sob agitagéo controlada proporciona um melhor
produto final, com formagdo de pequenos cristais de maneira uniforme. Apos
descongelado, deve ser consumido imediatamente, ou mantido em refrigeragéo por
no maximo 3 dias, nao devendo ser congelado novamente (ROSA; ABREU, 2000).

A esterilizacdo e a ultrafiltracdo em envase asséptica sdo 0s Unicos processos
capazes de manter o produto final viavel em temperatura ambiente. Para tornar o
produto estéril comercialmente, ha a utilizagdo do sistema UHT (ultra high
temperature), que consiste em uma prévia pasteurizagao, seguida da esterilizagao,
em que a agua de coco ficara por poucos segundos em torno de 140 °C. Este processo

provoca mudancgas substanciais no sabor e aroma. A ultrafiltracido € uma espécie de
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esterilizacao a frio, feita por membranas, desta forma n&o havendo perdas no flavour
do produto (ROSA; ABREU, 2000; CARVALHO et al., 2006).

3.4 LACTOSE

A lactose é um tipo de agucar que esta presente no leite e se classifica como
um dissacarideo composto por uma molécula de glicose e de galactose. Esse
dissacarideo é hidrolisado pela enzima lactase, presente no intestino, e tem como
produto as moléculas de D-glicose e D-galactose, tornando assim possivel a sua
absorgéo pelo organismo (MATHIUS et al., 2016; RANGEL et al., 2016).

Este tipo de carboidrato representa uma fonte importante de energia e possui
acgao na retengao de calcio e magnésio no organismo, é capaz de expandir a agao da
vitamina D e € um componente dos cerebrosideos (localizados na massa cerebral e
mielina nervosa). Além disso, a produgao de acido latico como produto final da sua
fermentacdo combate o desenvolvimento de bactérias patogénicas, sendo assim
bastante apreciado na industria de alimentos na producdo de iogurtes, queijos e
bebidas, sejam estas lacteas ou ndo (SA; DELANI; FERREIRA, 2014; ZYCHAR;
OLIVEIRA, 2017).

Fundamental para o metabolismo da lactose, visto que esta molécula quando
intacta ndo é capaz de ser absorvida pelas células do trato gastrointestinal (TGI), a
enzima lactase € produzida pelos enterdcitos e se localiza na extremidade das
vilosidades da mucosa do intestino delgado, tendo maior atividade na porgéo do jejuno
e menor atividade no ileo (WORTMANN; SIMON; SILVEIRA, 2013; ZYCHAR;
OLIVEIRA, 2017).

Diferente da frutose, que é um monossacarideo e nao precisa de agao
enzimatica para a “quebra” da sua molécula para ser absorvida, a lactose precisa ser
hidrolisada (ENKO et al., 2017). Quando essa hidrélise ndo ocorre, a lactose néo é
absorvida pelo TGI, estando a agcdo da enzima lactase nesse caso associada a
polimorfismos de nucleotideo unico, relacionados ao gene codificador da lactase
(LCT) (WORTMANN; SIMON; SILVEIRA, 2013; ENKO et al.,, 2017; ZYCHAR,;
OLIVEIRA, 2017).

A lactose nao hidrolisada, ao chegar ao intestino, assume um papel osmatico,
estimulando o transito intestinal, pela producéo de eletrdlitos e fluidos e devido a agao

de bactérias colbnicas, as quais degradam esta molécula em acidos graxos de cadeia
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curta, diéxido de carbono, hidrogénio, nitrogénio e metano. Tais processos resultam
em gases, desconforto abdominal, fezes amolecidas e diarreia (WORTMANN;
SIMON; SILVEIRA, 2013; SA; DELANI; FERREIRA, 2014; ENKO et al., 2017).

A deficiéncia da enzima lactase (hipolactasia) leva a Intolerancia a Lactose,
uma condi¢cao cada vez mais frequente e que causa o aparecimento de sintomas como
desconforto e dor abdominal, flatuléncia, diarreia e outros (FUMERY et al., 2017).
Estima-se que cerca de 75% da populagdo mundial possui intolerancia a lactose, uma
doenga que, com exceg¢ao do tratamento dietoterapico o qual tem como base a
exclusdo da lactose da dieta, ndo ha nenhum tratamento que leve a cura da doenca,
sendo a regulacdo da expressdo enzimatica da lactase ainda pouco entendida
(CUTRIM et al., 2017; FUMERY et al., 2017)

A presenca da lactose no leite varia de acordo com a espécie de mamifero, no
leite de vaca a concentracao de lactose existente é de cerca de 7%, ou seja, a cada
100 mL de leite encontra-se 7 gramas de lactose (SA; DELANI; FERREIRA, 2014;
RANGEL et al., 2016).

Na industria de alimentos, a lactose € utilizada no processo de fermentacao de
bactérias, pois a partir dela € obtido o acido latico, o qual € usado na producéo de
laticinios tais como leite fermentado, iogurtes, queijos e outros (MATHIUS et al., 2016).

O advento de produtos laticos com caracteristica probidtica tem se apresentado
com uma alternativa de consumo de laticinios por pacientes intolerantes, visto que
apesar da presencga da lactose, esta é digerida pelas bactérias acido laticas presentes
nestes produtos durante o processo fermentativo antes do consumo humano (SA;
DELANI; FERREIRA, 2014).

3.5 INTOLERANCIA A LACTOSE (IL)

A intolerancia a algum alimento é toda resposta anormal do organismo quanto
ingerido um alimento onde ndo ocorre uma resposta imunoldgica. Sendo assim, a
intolerancia a lactose (IL) ocorre quando ha uma deficiéncia da atividade ou produgao
da enzima lactase no intestino (hipolactasia), impossibilitando assim a hidrdlise da
lactose (MATHIUS et al, 2016; ZAPATA-CASTILLEJA et al., 2017).

Até os dois anos de idade, a lactose € produzida em abundancia, visto que a
quantidade de leite ingerida nessa faixa etaria de vida é bastante elevada. Entretanto,

essa producgao é reduzida com o passar dos anos, sendo assim, como a capacidade
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de digerir a lactose depende da atividade desta enzima, a IL acomete grande parte da
populagao, seja ela crianga ou adulta (WORTMANN; SIMON; SILVEIRA, 2013;
MATHIUS et al., 2016).

E estimado que cerca de 65% a 75% da populagéo mundial possui intolerancia
a lactose, a qual acomete pessoas de diferentes idades e racas e possui trés tipos:
congénita, primaria e secundaria. (MATHIUS et al., 2016; RANGEL et al., 2016;
ZAPATA-CASTILLEJA et al., 2017).

Quanto ao metabolismo da lactose, este pode ser classificado em diferentes
tipos. A deficiéncia de lactose é quanto ha uma diminuigdo da atividade da lactase; a
deficiéncia congénita de lactase é considerada rara e é verificada em criancas logo ao
nascimento; a lactase nao persistente é hipolactasia em adultos; a hipolactasia
secundaria ocorre por dano na mucosa intestinal (onde ocorre a produgéo da lactase)
devido doenca celiaca, doenga de Crohn e outras gastroenterites (MATHIUS et al.,
2016; BAYLESS; BROWN; PAIGE, 2017).

Apesar da diminuicdo da atividade e producdo da lactase ser um fator
importante na IL, ndo existe uma quantidade de lactose definida que pode ser ingerida
sem que desencadeie ou nao sintomas. Essa quantidade pode variar de individuo
para individuo, de acordo com o quanto de lactose que foi ingerida, o grau de
deficiéncia da enzima de cada organismo, o tipo de alimento ingerido e a composi¢ao
da microbiota intestinal individual (WORTMANN; SIMON; SILVEIRA, 2013; MATHIUS
et al., 2016).

A deficiéncia de lactase faz com que a lactose ao ser ingerida chegue ao colon,
sendo assim fermentada por bactérias a acido latico, acidos graxos de cadeia curta,
gas hidrogénio e metano, os quais s&o responsaveis pelos sintomas da intolerancia
tais como o desconforto abdominal (MATHIUS et al., 2016; ZAPATA-CASTILLEJA et
al., 2017).

Entre os principais sintomas da IL estdo o aparecimento de distens&do e dor
abdominal, diarreia, nauseas, vomitos, espasmos musculares e flatuléncia (ZAPATA-
CASTILLEJA et al., 2017). Se néao tratada corretamente, a IL pode levar a déficits no
crescimento e desenvolvimento, reducdo da densidade mineral éssea, doencas
dermatoldgicas, exaustdo e outros (MATHIUS et al., 2016; SHARMAA; LEBLANCA,
2017).
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido na Faculdade de Engenharia de Alimentos
da Universidade Federal do Para, nos laboratérios de Processos Biotecnologicos
(LABIOTEC) e de Microbiologia do Programa de Pds-graduagédo em Ciéncia e

Tecnologia de Alimentos.

4.1 MATERIAL PROBIOTICO E AGUA DE COCO

As bactérias probidticas utilizadas, Lactobacillus casei shirota, foram obtidas do
leite fermentado comercializado adquirido dentro das condi¢des adequadas para
consumo de acordo com a legislagao vigente, e mantidos sob refrigeragao (4 °C) até
0 momento de sua utilizagao.

O substrato utilizado para fermentagao teve como matéria-prima apenas a agua
de coco, e para a elaboracao da bebida foram utilizadas duas formulagées: uma com
agua de coco industrializada (F1) e outra com a agua de coco in natura (F2).

A agua de coco industrializada obtida possuia em sua formulagao: sacarose
(menos de 1%) e antioxidante metabissulfito de sdédio. Apresentava-se em suas
condic¢des originais de comercializacéo, estéril e envasilhado em sistema Ultra High
Temperature (UHT) em embalagem Tetra Pak de 200 mL, com rotulo contendo os
dizeres legais exigidos pela legislagao vigente (denominacéo de venda do alimento,
lista de ingredientes, identificacdo do lote, prazo de validade, registro em 6rgao
competente). A agua foi retirada da embalagem original, distribuida em duplicata em
garrafas de vidro autoclavadas. Transferiu-se para cada garrafa, 200 mL e congeladas
em freezer (-18 °C) até o momento da utilizagao.

A agua de coco in natura foi obtida de cocos verdes (Cocos nucifera) maduros
adquiridos em uma feira livre do Bairro Guama, em Belém (PA). Os cocos foram
lavados em agua corrente e perfurados com auxilio de uma faca. A agua foi retirada,
com remogao de particulas suspensas, distribuida em duplicata em garrafas de vidro
(200 mL/cada) e autoclavadas por 15 minutos em 121 °C. Posteriormente, foram

congeladas (-18 °C) em freezer até o momento da utilizacao.

4.2 METODOS
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4.2.1 Analises nas Aguas de Coco

Para analise microbiolégica das aguas de coco, houve avaliagdo quanto a
presenga de coliformes termotolerantes (45 °C), tendo seu resultado expresso em
Numero Mais Provavel por mL de agua (NMP/mL) (APHA, 2001).

As aguas de coco foram caracterizadas quanto ao seu pH inicial, sendo
realizada leitura direta com pHmetro (Bel Engineering®) previamente calibrado com

solugdes tampao pH 4,0 e 7,0.

4.2.2 Elaboragédo da Bebida Probiética

Para a elaboragéo da bebida probidtica, houve o descongelamento das aguas
de coco, descritas em 4.1, em aparelho de banho-maria digital, com temperaturas
inferiores a 50 °C. Em seguida, ocorreu a adi¢ao de solu¢do de hidréxido de sédio
0,1N para regular a um pH de 6,5 a agua de coco industrializada e a agua de coco in
natura, que tinham como pH inicial 4,62 e 4,56, respectivamente, seguido do inéculo
de 3% (v/v) de leite fermentado comercializado. A fermentagao da bebida ocorreu por
48 h em estufa a 36 °C.

4.2.3 Avaliacao da Bebida Probioética

No periodo de 48 h em que decorreu a fermentacéo, houve a determinacao do
crescimento microbiano e avaliagdo da estabilidade fisico-quimica (pH e acidez total
titulavel), a cada intervalo de 6 h pela metodologia de IAL, 2008.

As analises das bactérias laticas ocorreram em duplicata segundo descrito em
APHA (2001). Aliquotas da bebida probidtica foram retiradas, em condigbes
assépticas em camara de fluxo laminar, para analise do desenvolvimento dos
Lactobacillus casei na agua de coco, sendo realizada diluicdo seriada em agua
peptonada esterilizada até se obter a diluicdo 107. Em seguida, ocorreu o inéculo das
diluicdes 10 a 107 por método pour-plate em meio Man Rogosa Shape (MRS) Agar
(Sigma®). As placas foram incubadas invertidas a 36 °C por 72 h. Posterior a este
periodo, ocorreu a contagem das colonias de bactérias laticas, tendo seu resultado

expresso em Unidades Formadoras de Col6nia por mL de amostra (UFC/mL).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As bebidas formuladas, com substrato de agua de coco industrializada (F1) e
substrato de agua de coco in natura (F2), apresentaram caracteristicas organolépticas
similares. Ambas possuiram odor caracteristico da fermentagao bacteriana, analogo

ao do leite fermentado, e coloragao esbranquigada.

Figura 3 — Bebida probiética a base de agua de coco industrializada.
Fonte: Autores (2018).

O liquido se apresentou homogéneo e limpido de inicio, porém apds 18 h e 30
h de fermentacao ocorreu precipitacao da bebida com o substrato de agua de coco in
natura e da bebida com agua de coco industrializada, respectivamente. Tal fato
também ocorreu no estudo de Silva e Ferrari (2016), onde foi observado material
precipitado apds alguns dias de fermentagao de bebida probidtica a base de suco de

uva com adicao de Lactobacillus paracasei.

5.1 CRESCIMENTO BACTERIANO
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Para que a bebida formulada apresente potencial probidtico, esta deve conter
Lactobacillus na faixa de 108 a 10° UFC/mL para uso diario do produto pronto para o
consumo, de acordo com a legislacao atual (BRASIL, 2008).

Os resultados obtidos quanto ao crescimento bacteriano foram adequados e
indicam a viabilidade do produto. Nos dois tipos de agua de coco, industrializada e in
natura, foram alcancados os valores em torno de 10% a 10° de concentracdo
bacteriana, o que demonstra potencial probidtico do produto nos dois tipos de
substratos.

Figura 4 — Aspecto colonial dos Lactobacillus casei shirota da bebida formulada em meio agar
MRS.
Fonte: Autores (2018).

Apos anadlise do crescimento bacteriano, foi observado que o tempo de
fermentagao ideal para a viabilidade probiética da bebida formulada a base de agua
de coco industrializada foi o de 24 h, onde a faixa de colénias viaveis se apresentou
no valor de 6,75x108 + 4,17x108 UFC/mL. Os demais valores de contagem das células
por tempo de incubagao estdo expostos na Tabela 3, os tempos 30 h, 36 h e 48 h

apresentaram elevado crescimento bacteriano, acima do preconizado na legislagao.

Tabela 3 — Contagem de células nas formulagdes em duplicata em UFC/mL por tempo de incubagéo
na diluicdo 10+ dp.

Tempo de Incubacao (h)

Formulagao

0 6 12 18 24 48
F1 4,15x107 + 9,00x10” + 1,05x108+ 2,03x108+ 6,75x10%+
1,63x107 2,83x107 4,95x10 3,54x10’ 4,17x108
8 7,4x108 £ 2,5x10° £
F2 5,4x10°+ nd 1,8x108 4.5X108 - -
nd: Nao determinado; dp: Desvio padréao
- Incontavel.

Fonte: Autores (2018).
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Na bebida F2, foram utilizados os mesmos mecanismos para a analise do
crescimento bacteriano e contagem de células, sendo o tempo ideal de incubagao
igual a 12 h, onde a quantidade de colénias se apresentou na faixa de 2,5x10° *

4,5x108 UFC/mL, ideal para potencial probiotico.

5.2 ANALISE DE COLIFORMES

A utilizagdo de matéria-prima segura € um principio geral higiénico-sanitario,
importante e necessario para a producdo de um produto alimenticio de qualidade e
préprio para o consumo humano, seguindo as boas praticas de fabricagao (BRASIL,
1997).

As analises microbioldgicas realizadas nas aguas de coco, anteriormente a
formulagao da bebida, indicaram auséncia de coliformes totais e termotolerantes em
NMP.mL™".

O valor maximo permitido de coliformes a 45 °C em agua de coco é de 100
NMP/mL, devendo ser ausente de Salmonella sp em 25 mL (BRASIL, 2001). O
produto analisado encontra-se de acordo com os padrdes legais estabelecidos, pois
os resultados analiticos demonstram a auséncia de microorganismos que
representem riscos a saude do consumidor. As condigdes sanitarias satisfatorias
estdo em conformidade com o processo de esterilizagdo aplicado nos substratos

avaliados e com a boa manipulagdo da matéria-prima.

5.3 ANALISE DE pH E ACIDEZ

As condigbes de fermentacédo, bem como os parametros fisico-quimicos do
substrato, influenciam diretamente no crescimento bacteriano. A corregao do pH inicial
das aguas de coco para 6,5, anterior a inoculagéao dos L. casei, ocorreu com o intuito
de promover a faixa de pH étima para o desenvolvimento das bactérias laticas, que
podem crescer em pH levemente acido a neutro e temperaturas entre 2 a 53 °C. Sendo
a faixa de temperatura ideal para o género Lactobacillus entre 30 a 40 °C, e o pH 6timo
entre 5,5 a 6,2 (ELLENDERSEN et al., 2012; COSTA et al., 2013).

Para atingir o pH ideal de crescimento das bactérias laticas, foi utilizada a

solugédo de NaOH 0,1 N. Brasil (2007) permite o uso de hidroxido de sédio como aditivo
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para regular a acidez em quantidade minima suficiente para exercer sua fung¢ao, na
categoria de alimentos nao alcodlicos, tais como a bebida fermentada proposta.

As determinagdes de pH e acidez, da bebida elaborada a base de agua de coco
industrializada, demonstraram pouca variagdo no periodo analisado de 48 h de
fermentacdo. O pH manteve-se entre 5,0 e 6,0. A acidez apresentou leve aumento

nas ultimas 12 h, assim como mostra os graficos das Figuras 5 e 6.
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Figura 5 — Grafico de variagdo do pH durante a fermentagao da bebida probiética a
base de agua de coco industrializada (F1).
Fonte: Autores (2018).
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Figura 6 — Grafico de variagao de acidez durante a fermentagcao da bebida probioética a
base de agua de coco industrializada (F1).
Fonte: Autores (2018).

Ramos et al. (2013) formularam 3 bebidas lacteas fermentadas sabor caja (com
40% de soro do leite e 15%, 20% e 25% de polpa da fruta) com inéculo de
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium e Streptococcus thermophilus, fermentados

em estufa a 42°C por aproximadamente 4 h. Notou-se resultados praticamente
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constantes, semelhantes ao encontrado no presente trabalho na F1, quanto o pH e
acidez.

Por outro lado, a bebida formulada F2 apresentou resultados diferentes, com
um decréscimo acentuado do pH apds as 24 h iniciais de fermentagao, e um aumento

da acidez mais expressivo.

Tempo de cultivo (h)

Figura 7 — Grafico de variagdo do pH durante a fermentagao da bebida probidtica a
base de agua de coco in natura (F2).
Fonte: Autores (2018).
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Figura 8 — Grafico de variagao de acidez durante a fermentagao da bebida probioética a
base de agua de coco in natura (F2).
Fonte: Autores (2018).

Pereira et al. (2011), analisaram 11 diferentes formula¢des de suco de macga e
caju com L. casei inoculados, fazendo variagdes no pH inicial, temperatura de
fermentacdo e quantidade de inéculo. Apds 24 h de fermentacdo, as formulagdes
submetidas ao pH inicial de 6,4, temperatura de 30 °C, e in6culos de 7,0, 7,3 e 7,48
Log UFC/mL, apresentaram resultados similares aos obtidos em F2, sofrendo um

decréscimo do pH para 4,55, 4,26 e 4,17, respectivamente.
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Nota-se que os dois substratos de agua de coco apresentaram perfis diferentes
quanto ao teor de pH e acidez. O aumento da acidez e consequente diminuigao do pH
observado na formulagdo F2 sugere uma melhor adaptagcdo das bactérias aquele
meio, visto que a agua de coco in natura apresenta um perfil nutricional melhor e mais
rico que a agua de coco industrializada.

A relagao inversa de pH e acidez total titulavel relacionada com o crescimento
bacteriano desejado, sugere a proliferacdo das bactérias acido laticas, as quais
consomem acucares para a producdo de &cido latico (SA; DELANI; FERREIRA,
2014). E conhecido que o Lactobacillus casei shirota é capaz de fermentar diferentes
tipos de agucar, entre eles a galactose, lactose, D-lactose, D-frutose, sorbitol e outros
(GONZALEZ-VAZQUEZ et al., 2015).

Sendo assim, as bactérias fazem uso dos nutrientes do substrato para o seu
processo fermentativo e proliferagéo, liberando assim mais acido latico e diminuindo
o pH e elevando a acidez do produto final (GONZALEZ-VAZQUEZ et al., 2015). No
caso da agua de coco industrializada o crescimento bacteriano ocorreu, porém em um
intervalo de tempo maior, visto que o processamento industrial altera o perfil
nutricional do produto. A adigao de antioxidantes na agua de coco industrializada pode

ser uma possivel explicacédo para a estabilidade do pH e acidez da formulacao F1.

5.4 AGUA DE COCO INDUSTRIALIZADA E AGUA DE COCO IN NATURA

Ao compararmos as duas formulagdes, F1, com substrato de agua de coco
industrializada e F2, com substrato de agua de coco in natura, € possivel pontuar
algumas disparidades. Apesar de as duas formulagdes apresentarem um resultado
satisfatorio quanto ao potencial probidtico (crescimento bacteriano na faixa de 108 a
10°%), a formulagdo F2 apresentou as caracteristicas desejadas de maneira mais
eficiente.

F1 alcangou a faixa de crescimento bacteriano desejado apdés 24 h de
fermentacdo, com média de pH e acidez praticamente constante, apresentando
pequenas alteragdes. Enquanto que a F2 alcangou a faixa de 108-10° UFC/mL no
tempo de 12 h de fermentacao, além de apresentar valores aumentados de acidez no
decorrer das 48 h de analise, com consequente diminui¢do do pH.

A formacao de material precipitado apés 18 e 30 h de fermentacdo na bebida

com o substrato de agua de coco in natura e na bebida industrializada,
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respectivamente, pode ser explicado pela formacdo em excesso das Bactérias Acido-
Laticas (BAL), o que acarreta em morte celular e perda da viabilidade dos
microorganismos, com relativo aumento da acidez e diminuicdo no pH. Segundo
Pereira (2011), a temperatura tem influéncia maior sobre a formagao da biomassa do
que o valor do pH, portanto, € possivel concluir que o tempo de fermentacédo a 30°C
também influenciou na precipitagdo do material bioldgico, sendo o tempo de
fermentacdo proposto (48h) superior ao necessario para crescimento 6timo dos L.
casei.

Os resultados mais satisfatorios foram obtidos da formulagédo 2, a qual
apresenta como substrato a agua de coco in natura, visto que esta, por ndo passar
pelas etapas do processo de industrializagdo, mantém um perfil nutricional melhor,
com maior teor de nutrientes, apesar do processo de esterilizacdo ao qual foi
submetida no inicio do processo de formulagao da bebida em questao.

As bactérias, assim como todo e qualquer ser vivo, precisam de nutrientes e
condigdes favoraveis para o seu desenvolvimento, e a agua de coco mostrou-se ser
um excelente meio para a proliferagdo de tais microorganismos. Sua composigao &
basicamente de agua, acucares imediatamente fermentesciveis relacionados a
dogura natural da bebida, proteinas, vitaminas e minerais, possui baixa acidez e pH
em torno de 5 (VENTURINI FILHO, 2005), tais condicbes sdo consideradas ideais
para o desenvolvimento e sobrevivéncia das BAL (COSTA et al., 2013).

Sendo assim, para a elaboracdo da bebida probidtica de agua de coco
proposta, esta deve ter seu substrato esterilizado, afim de evitar contaminagao e
proliferacdo de patégenos, com posterior adicdo dos Lactobacillus casei shirota. Apos
a inoculacao, a mistura deve permanecer a uma temperatura em torno de 35°C e 36°C
para a fermentac¢ao durante um periodo de 12 horas; alcangado este tempo, a bebida
deve ser consumida ou refrigerada a 4°C com o objetivo de retardar a proliferagcao das
BAL e assim aumentar o tempo de viabilidade do produto final. O processo completo
esta descrito na figura 9.

Tendo em vista que a amostra de leite fermentado adicionada a agua de coco
foi de uma quantidade pequena, 3% em 200mL, acredita-se que a diluicdo no meio
representa um quantitativo final de lactose minimo em relagdo ao volume total do
produto. Além disso, visto que as bactérias acido-laticas fazem uso da lactose, neste
caso presente no leite fermentado, para a produgao do acido latico durante o processo

de fermentagdo, é sugestivo o consumo da lactose disponivel, sendo assim, a



43

presenca deste agucar deve ser minima ou nenhuma quando o produto estiver pronto
para consumo (SA; DELANI; FERREIRA, 2014). Entretanto, faz-se necessario a
realizacdo de mais analises como a cromatografia liquida de alta eficiéncia, para a
verificacdo do teor de lactose do produto final, e assim, ser avaliado se o consumo é

seguro para intolerantes a lactose.

Higienizacao do coco

!

Retirada da dgua de
coco do fruto

,

Remocdo de
particulas suspensas

,

Esterilizacédo em
autoclave

y

Adicdode 5,3% de 5
Hidroxido de Sédio | *+—  Correcédo do pH
0,1N

y

Adicdo de leite T
fermentado a 3%

v

Fermentacédo a 36°C
por 12 horas

/ \

Refrigeracéo a 4°C Consumo

Inoculacéo

Figura 9 — Fluxograma de formulagdo da bebida probiética a base de agua de coco in natura
(F2).
Fonte: Autores (2018).

Fazem-se necessarias analises futuras para a mensuragao do perfil nutricional
do produto final, do teor de lactose e para a definicido do tempo de prateleira e
armazenamento ideal do produto proposto, além da analise sensorial para aceitagao

do produto final.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos foram satisfatorios e comprovam a efetividade probidtica
da bebida formulada. Apesar de serem dados iniciais, existe boa perspectiva de
aplicabilidade futura no desenvolvimento de um produto final que possa ser elaborado
com seguranga em residéncias, tal como existe com a producgao de logurtes caseiros.

O interesse pelos alimentos funcionais e pelos beneficios gerados por eles sao
crescentes devido ao aumento da preocupagdo quanto a qualidade de vida e do
advento das doengas crénicas nao transmissiveis. A agua de coco mostrou-se ser um
excelente substrato, tanto por seu perfil nutricional adequado quanto pela facilidade
de aquisi¢ao, além de permitir o crescimento das L. casei.

A bebida formulada tem potencial probiético e acredita-se ser isenta de lactose
devido a agao das bactérias acido-laticas, sendo assim, pode ser consumida por um
publico crescente no mercado os quais ndo consomem produtos derivado de
laticinios, como individuos intolerantes a lactose, com alergia a proteina do leite de
vaca e veganos.

Apesar dos bons resultados obtidos, fazem-se necessarios outras analises para
melhor construgdo do perfil nutricional do produto final: avaliar o perfil de acidos
organicos utilizados; avaliar estabilidade microbiologica e fisico-quimica durante o
tempo de prateleira; avaliar o crescimento e tempo de viabilidade celular em
temperatura de refrigeracao; determinar quantidade de lactose do produto pronto para

consumo.
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