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Este trabalho é apresentado na forma de artigo para publicacédo na revista cientifica
“‘Boletim do Centro de Pesquisa de Processamento de Alimentos”, sendo que a

formatacdo corresponde as normas constantes no Anexo.
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A alimentacdo saudavel é foco de muitos consumidores,
principalmente os com restricdes alimentares, com uso
crescente de probidticos e interesse por alimentos isentos de
lactose. Como os probidticos sdo normalmente ingeridos em
alimentos lacteos, o objetivo deste estudo foi desenvolver um
produto alternativo preparado com leite de coco e adicionado
de probidticos. O produto foi elaborado com leite de coco e
agar e adicdo das bactérias fermentadoras e probiéticas,
avaliando-se a qualidade fisico-quimica e microbiolégica
durante o armazenamento refrigerado. Foram realizadas
coletas a cada quinze dias, até os 65 dias de
armazenamento, e avaliados pH, atividade de agua, acidez
titulavel, bolores e leveduras, bactérias lacticas, psicrotraficos,
coliformes totais e termotolerantes. Os resultados de pH e
atividade de agua demostraram condi¢des para proliferacéo
de microrganismos indesejaveis e dificuldades para
manutencdo das bactérias probidticas. A acidez variou entre
0,11 e 0,14%, abaixo do limite minimo preconizado para leites
fermentados. As contagens médias de bactérias lacticas
variaram de 3,40 a 4,09 log UFC/g e de bolores e leveduras
foram de 3,38 a 9,48 log UFC/g, respectivamente, abaixo e
acima dos padrdes legais. Isto indica que o produto de leite
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de coco néo estava de acordo com o regulamento para leite
fermentados, mesmo com resultados adequados para
coliformes totais e termotolerantes. Para o produto a base de
leite de coco ser uma alternativa de alimento vegetal
contendo probidticos, € necesséario adicionar facilitadores de
multiplicacdo destas bactérias, controlar o processamento e 0
armazenamento, para evitar a contaminagéo microbioldgica.

PALAVRAS-CHAVE: ALIMENTO FUNCIONAL; P,ROBIC’)TIC}OS; ALIMENTOS DE COCO;
AVALIACAO MICROBIOLOGICA; AVALIACAO FISICO-QUIMICA.

1 INTRODUCAO

A preocupacdo com a alimentacdo tornou-se uma pratica comum na
sociedade atual, com demanda crescente por alimentos que contribuam com a
saude, qualidade de vida e manutencdo de uma condicéo fisiologica salubre (VIANA
et al., 2017). Dessa forma a busca por uma dieta rica em nutrientes é considerada
aliada na prevencdo de doencas crbnicas ndo transmissiveis, como obesidade,
hipertrigliceridemia e hipertensao (VIDAL et al., 2012). Neste sentido os alimentos
funcionais estdo inseridos neste contexto, com o objetivo de promover uma
alimentacdo equilibrada e proporcionar beneficios a saude do consumidor, desde
gue associados a habitos de vida saudaveis (ANVISA, 2016; VIANA et al., 2017).

O coco (Cocos nucifera L.) possui em sua composicdo macronutrientes, tais
como lipidios, carboidratos fibras, proteinas e minerais, como fésforo, magnésio e
calcio, (AZIZ et al., 2012; NADEESHANI et al., 2015; NEPA, 2011) seu consumo
esta associado a prevencédo de doencas (ABRAN, 2017). Enquanto o leite de coco é
uma emulsdo obtida por meio da extracdo do endosperma solido do coco, com ou
sem adic&o de agua (ALCANTARA et al., 2012), com principais componentes sendo
umidade, em torno de 78%, e cerca de 18% de lipidios (ALCANTARA et al., 2012;
NEPA, 2011). Os demais componentes no leite de coco sédo, aproximadamente,
2,2% de carboidratos totais, destes 0,7% correspondendo a fibra alimentar, 0,6% de
proteina, 2,6% de minerais, com valor energético de 302 kcal (NEPA, 2011). Devido
ao conteudo elevado de lipidios saturados em alimentos derivados do coco,
especialmente o 6leo de coco, ha recomendacado de que o consumo seja moderado
(ABRAN, 2017; CFN, 2015).

Com o intuito de uma alimentagéo equilibrada, produtos contendo probidticos
tém sido utilizados (QUINTO et al., 2014). Estes séo definidos como microrganismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, proporcionam
beneficios a salude humana ou ao hospedeiro que o receba (FAO, 2006;
MCFARLAND, 2015; QUINTO et al.,, 2014). Uma diferenciacédo é feita entre os
medicamentos probidticos, com indicagéo especifica para tratamento de uma oenca,
e 0s probidticos em alimentos ou suplementos, que possuem uma alegacédo de
salude baseada em estudos cientificos (ANVISA, 2016; HILL et al., 2014;
MCFARLAND, 2015). Outras possibilidades sao de incluir um microrganismo
probiético em um alimento ou suplemento, mas sem alegacdo de saude, ou
simplesmente culturas vivas e ativas presentes em um alimento, normalmente
envolvidas em algum processo de fermentacdo, como em iogurtes ou leites



fermentados (HILL et al., 2014; MCFARLAND, 2015). Dentre os estudos envolvendo
probidticos, os efeitos benéficos a saude mais comuns foram regulagdo do transito
intestinal, normalizacdo da microbiota intestinal e exclusdo competitiva de patdégenos
(BURKERT et al., 2012; CARVALHO et al., 2012; HILL et al., 2014; MCFARLAND,
2015). Outros efeitos, como sintese de vitaminas, atividade enzimatica e
neutralizacdo de carcindgenos foram considerados frequentes (BURKERT et al.,
2012; HILL et al., 2014), enquanto os efeitos imunoldgicos e enddcrinos, producao
de compostos bioativos (BURKERT et al., 2012; CARVALHO et al., 2012; HILL et al.,
2014) e diminuicdo dos niveis de colesterdis no plasma sanguineo (CARVALHO et
al., 2012) foram raramente observados em estudos.

O processamento de iogurtes tem como obrigatoriedade a utilizacdo de
culturas microbianas especificas, como Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (BRASIL, 2007; HILL et al., 2014), além
de cumprir os requisitos de qualidade definidos pela Instrucdo Normativa n° 46, de
23 de outubro de 2007 (ALMEIDA et al., 2015; BRASIL, 2007), podendo haver
introducdo de microrganismos probidticos em alguns alimentos lacteos fermentados
(FAO, 2006; MUCZUCHA et al., 2015).

No entanto a intolerdncia a lactose atinge milhares de pessoas a nivel
mundial, patologia caracterizada pela diminuicdo ou auséncia da enzima lactase no
intestino delgado, ocasionando uma série de desordens gastrointestinais e levando a
exclusdo de produtos lacteos da dieta (MUCZUCHA et al., 2015). Neste sentido, a
utilizac@o de beta-galactosidades na industria de laticinios tem objetivo de promover
a hidrdlise da lactose nos monossacarideos glicose e galactose, contribuindo para a
textura dos alimentos de origem lactea e facilitando a digestdo e solubilizacdo do
acucar do leite no organismo intolerante a lactose (ROSSETO et al.,, 2012). A
formulacédo de produtos fermentados ou fontes de probiéticos isentos de proteina
animal torna-se imprescindivel para o equilibrio da dieta de individuos intolerantes a
lactose, bem como para pessoas que possuem alguma restricdo alimentar a
produtos de origem animal (MATTAR; MAZZO, 2010).

A partir disso, 0 objetivo do presente trabalho foi desenvolver um produto a
base de leite de coco com adicdo de microrganismos probiéticos e sem adicdo de
aditivos e avaliar aspectos microbiolégicos e fisico-quimicos durante o periodo de
armazenamento do produto.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAS-PRIMAS

A matéria-prima leite de coco industrializado foi obtida no comércio local em
Itaqui, RS. A aquisicdo das bactérias Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Streptococcus salivarius  subsp. thermophilus, Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium animalis subsp. lactis foi realizada com empresas especializadas em
ingredientes para fabricagdo de iogurte natural, na forma liofilizada (BioRich®,
Docina®). E agar agar (Himedia®) aberto especificamente para es formulacao.



2.2 ELABORACAO DA FORMULACAO A BASE DE LEITE COCO

A fabricacdo do produto a base de coco foi realizada no Laboratério de
Processamento de Alimentos da Universidade Federal do Pampa, Campus ltaqui,
seguindo as boas praticas de manipulacdo de alimentos. O leite de coco
industrializado foi aquecido em uma panela de a¢o inox, em fogo brando, até atingir
a temperatura de 60°C. Posteriormente foi adicionado o agar na proporcdo de 18g
por litro, mexendo até completa dissolugcdo. A panela utilizada foi retirada do fogo e a
temperatura monitorada com termémetro tipo espeto, até atingir 40 a 45°C, para
permitir a adicdo das bactérias. Os microrganismos Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium animalis subsp. lactis foram adicionados de acordo com as
orientacdes e nas proporcdes indicadas pelos fabricantes. Apds a elaboracdo do
alimento a base de leite de coco, a formulacéo foi envasada em recipientes de vidro
de 250 g com tampa rosca metalica, previamente limpos e esterilizados em
autoclave. Posteriormente, o armazenamento dos mesmos foi em ambiente
refrigerado com temperatura média de 7°C, totalizando 65 dias.

2.3 ACOMPANHAMENTO DA VIDA DE PRATELEIRA

Foram analisados parametros de qualidade microbiolégica e fisico-quimica ao
longo do armazenamento refrigerado. As coletas ocorreram a cada 15 dias, iniciando
no quinto dia, com trés frascos avaliados em cada periodo de coleta.

2.3.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

A acidez titulavel foi determinada na amostra diluida em &agua destilada
recentemente fervida e neutralizada, seguida da titulacdo com solucédo de hidréxido
de sédio 0,1 N, na presenca de solucéo indicadora de fenolftaleina 1 %. Os valores
gastos foram calculados em acidez titulavel em percentual (m/v), usando-se o
equivalente-grama do acido latico para comparacdo a acidez de produtos lacteos
(BRASIL, 2006).

Para determinacéo do pH, foi empregado um medidor de pH modelo pg1800
(GGHAKA®), previamente calibrado. As amostras foram diluidas em agua destilada
previamente fervida, submetidas a agitacao até homogeneizar e, posteriormente, foi
realizada a medicdo no equipamento calibrado (IAL, 2008).

Para a determinacdo da atividade de agua utilizou o equipamento Aqualab
4TE (Decagon®) conforme instru¢des contidas no fabricante (DECAGON DEVICES,
2015).

2.3.1 ANALISES MICROBIOLOGICAS

A avaliacdo microbiolégica nas amostras do produto a base de leite de coco
incluiu microrganismos indicadores de qualidade e baseou-se nos requisitos da
legislacdo (BRASIL, 2001; 2007), quantificando-se bactérias lacticas, bolores e
leveduras, grupos coliformes totais, coliformes termotolerantes e psicrotroficos.
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As amostras foram submetidas a uma diluicdo inicial contendo 25 g da
amostra e 225 mL de agua peptonada 0,1%, com homogeneizagdo em equipamento
tipo Stomacher. Posteriormente, foram efetuadas as diluicdes seriadas até 10°.

A determinacdo de bactérias lacticas foi realizada em Agar Man Rogosa e
Sharpe (MRS, Merck®), com inoculacdo de 100 pL das diluicdes 10 a 10°. A
incubagéo das placas foi realizada em jarra de anaerobiose contendo gerador de
anaerobiose, em estufa bacterioldgica a 37 + 1°C, por 48 a 72 horas. ApOs este
periodo, foi feita a quantificacdo das coldnias nas placas (APHA, 2004; CASTEELE
et al., 2006; SULE et al., 2014).

A quantificacdo de bolores e leveduras foi feita em Agar batata dextrose
(Himedia®) acidificado a pH 3,5. Foram inoculadas aliquotas de 100 uL a partir da
diluicdo inicial 10" até 10®. A incubacdo ocorreu em estufa a 25 + 1°C, por 5 a 7
dias, com posterior contagem das colénias (BRASIL, 2003).

Na analise de coliformes, foi utilizada a técnica dos tubos multiplos com tubo
de Durhan invertido. Foi inoculado 1mL das diluicées 10, 102 e 10° em cada série
de trés tubos contendo caldo lactosado (Dinamica®) em concentracdo dupla para
teste presuntivo. Os tubos foram incubados a 36 = 1°C, por 24 a 48 horas, e
realizou-se a leitura dos tubos. A suspeita no teste presuntivo para coliformes foi
indicada pela formacéo de gas nos tubos, seguindo para os testes confirmatoérios. A
confirmacéo de coliformes totais foi realizada utilizando caldo bile verde brilhante 2%
(Himedia®) com posterior incubacdo em estufa a 35 £+ 1°C, durante 24 a 48 horas.
Ja a verificacdo da presenca de coliformes termotolerantes foi através do caldo
Escherichia Coli (caldo EC) (Himedia®) com incubacé&o a 45 £ 0,2°C por 24-48 horas
(BRASIL, 2003; SILVA, 2007). Apés o periodo de incubacéo, foi realizada a leitura
dos tubos positivos e a quantificacdo do niumero mais provavel (NMP) utilizando
Tabela de Hoskins (BRASIL, 2003).

Para a contagem de psicrotréficos, empregou-se o método de plagueamento
em superficie no Agar Padrdo de Contagem Plate Count Agar (PCA) (Himedia®)
diluicdes 10" a 10°®, com incubac&o a 7 °C, por 10 dias (SILVA et al., 2007).

2.4. AVALIACAO ESTATISTICA

Os resultados foram tabulados em programa Microsoft Excel 2010 para obter
as médias e desvios padrao da média e os valores das contagens microbiolégicas
foram convertidos em logaritmos (log). Os dados foram avaliados pelo programa
ASSISTAT 7.7 beta, onde foi aplicada analise de variancia seguida pelo Teste de
Tukey ao nivel de 5% de significancia (SILVA; AZEVEDO, 2016).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os valores de pH, Aw e acidez do produto a base de
leite de coco com adicdo de microrganismos probioticos, ao longo do tempo de
refrigeracao.
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TABELA 1 — VALORES MEDIOS DE pH, ATIVIDADE DE AGUA (Aw) E ACIDEZ
DO PRODUTO A BASE DE LEITE DE COCO DURANTE O ARMAZENAMENTO
REFRIGERADO.

Periodo de H AW Acidez titulavel
Armazenamento P (% de acido lactico)
Dia 5 5,86+ 0,24° 0,9979 + 0,0014% 0,12+ 0,022
Dia 20 6,63+0,12°2 0,9953 + 0,0008° 0,12+0,012
Dia 35 6,31+0,02%®  0,9975+0,0012%® 0,14+0,012
Dia 50 6,03+ 0,05 0,9986 +0,0011% 0,12+0,02%

Dia 65 6,10+ 0,10  0,9981 + 0,0012%* 0,11 +0,01°

Valores médios + desvio padrdo da média (n=3); Letras iguais na mesma coluna nao
diferem estatisticamente entre si (p<0,05), Teste de Tukey.

Os valores de pH variaram de 5,86, no quinto dia de armazenamento, a 6,63
aos vinte dias, com um aumento estatisticamente significativo. A partir dos 35 dias
do envase, os valores diminuiram chegando a 6,10 ao final do periodo, porém nao
foi observada variacdo significativa entre a primeira e a Ultima coleta. Estes
resultados demonstram que os valores de pH n&do sofreram grandes alteracdes ao
longo do armazenamento refrigerado, sendo valores proximos ao observado em
estudo com a matéria-prima leite de coco, que apresentou pH 6,0 (LADOKUN; ONI,
2014). Um sorvete de leite de coco foi desenvolvido com adicdo dos probibticos
Bifidobacterium animalis subsp. lactis e Lactobacillus acidophilus e apresentou pH
5,50 apods a fermentacdo (ABOULFAZLI; BABA, 2015). Através dos valores de pH
observados, o produto formulado no presente trabalho pode ser classificado como
um alimento de baixa acidez, o que aumenta o risco de contaminagdo por
microrganismos patogénicos (FORSYTHE, 2013).

Estudos que desenvolveram bebidas fermentadas contendo leite de coco e
verificaram que o processo de fermentacdo por bactérias foi favorecido pela adicéo
de leite em pd e acucar, alcancando valores de pH de 3,79 a 3,84 apds vinte e
quatro horas a 37-42 °C (YULIANA et al., 2010), ou apenas pela adicdo de agucar
obtendo-se um pH 5,33 ap6s 72h de fermentacéo a 45°C (LADOKUN; ONI, 2014).

JA em iogurte desenvolvido com adicdo de Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium animalis subsp. lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e
Streptococcus thermophilus, o pH inicial foi de 6,51 diminuindo para 4,5 ao final de
cerca de quatro horas de fermentacdo, em temperatura de 44 °C (SARVARI,
MORTAZAVIAN; FAZELI, 2014). Em iogurtes produzidos com combinac¢des das
bactérias Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus Lactobacillus lactis,
Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium, o pH variou de 4,10
a 4,60 ao longo de 25 dias de armazenamento (YILMAZ-ERSAN; KURDAL, 2014).
Uma formulacdo de bebida lactea fermentada contendo Camellia sinensis
apresentou valor médio de pH 6,48 (RIBEIRO et al., 2014), enquanto em bebida
lactea com adicdo de ferro constatou-se pH 6,53 (SOUSA; FERNANDES;
FERNANDES, 2015). O teor de carboidratos disponiveis no leite de coco é baixo,
cerca de 1,5% (NEPA, 2011), portanto a adicdo de substratos fermentesciveis, como
acucar ou leite em po6, pode ser util para atingir um pH mais baixo em alimentos a



base de leite de coco e que utilizem microrganismos fermentadores (LADOKUN;
ONI, 2014; YULIANA et al., 2010).

A verificacdo do pH € essencial para vida utili do produto, pois esta
relacionado a proliferacdo de microrganismos e a atividade enzimatica, afetando a
qualidade nutricional e qualidade sensorial do alimento (AGIBERT, 2013;
LADOKUN; ONI, 2014). Além disso, o pH é um parametro determinante para o
desenvolvimento das bactérias probiéticas inseridas na formulagcdo do produto em
estudo, pois estas tém seu desenvolvimento dificultado em pH inferior a 4,5
(FERDOUSI et al., 2013; MAZO et al., 2009). Por outro lado, um alimento de baixa
acidez, com pH acima de 4,5, favorece a proliferacdo de microrganismos
patogénicos ou deteriorantes no alimento (FORSYTHE, 2013). O produto a base de
leite de coco desenvolvido apresentou caracteristicas de pH que beneficiam a
proliferacdo de microrganismos indesejaveis e dificultam o desenvolvimento de
bactérias probioticas.

A atividade de agua (Aw) do produto formulado com leite de coco néo teve
variagdo entre as coletas inicial e final, mas variou significativamente entre o0s
tempos 20, com 0,9953 de Aw, e 50 dias, com 0,9986 de Aw (Tabela 1). Valores
inferiores ao do presente estudo foram encontrados em uma formulacéo de iogurte
natural com adicdo de inulina, com valores de Aw entre 0,97 e 0,98 para todas as
amostras (FIDELIS et al.,, 2014), enquanto em amostras de iogurte natural
constatou-se um valor de 0,94 para Aw (SANTOS et al.,, 2016). Da mesma forma
que o pH, os valores de atividade de 4gua encontrados no produto desenvolvido no
presente estudo estdo acima dos limites minimos para multiplicacdo das bactérias
patogénicas (FORSYTHE, 2013), o que torna imprescindivel o monitoramento
microbiolégico neste produto.

A acidez do produto a base de leite de coco ndo apresentou variacao
estatistica entre os extremos das coletas, demonstrando o menor valor aos 65 dias
de armazenamento, com 0,11% de acido lactico, e um valor significativamente maior
aos 35 dias, com 0,14% de acido lactico (Tabela 1). Um sorvete desenvolvido com
55% de leite de coco e 7% de leite em p6 desnatado na formulacdo apresentou
acidez de 0,27% de acido lactico (ABOULFAZLI; BABA, 2015). Estes valores foram
menores, em comparagdo aos encontrados em alimentos lacteos fermentados,
como em bebidas lacteas de morango, com acidez de 0,64 a 0,70% de &cido lactico
(LANDIM et al., 2015). Enquanto em um iogurte adicionado de polpa de abacaxi e
mel, foi constatado valores superiores de acidez atingindo 0,80 a 0,93% de acido
lactico ao final das analises fisico-quimicas (PAIVA et al., 2015). Segundo a IN n°
46/ 2007, a acidez em iogurtes deve ser entre 0,6 e 1,5% de acido lactico (BRASIL,
2007), valor bem acima do obtido no produto a base leite de coco, que atingiu seu
valor maximo no dia 35 obtendo entdo 0,14% de acido lactico. Os resultados
encontrados na literatura e o padrao de acidez previsto em legislagéo sdo distintos
dos valores observados no presente estudo, entretanto é valido ressaltar que o
produto desenvolvido nesta pesquisa era isento de lactose, componente essencial
para fermentacdo lactica em iogurtes, bebidas lacteas e produtos lacteos
fermentados, em geral (YULIANA et al., 2010).

A verificagdo da presenca de bolores e leveduras no produto a base de leite
de coco, ao longo do armazenamento refrigerado, € apresentada na Figura 1. Os
valores foram crescentes a partir do 20° dia de armazenamento refrigerado, sem
diferencas significativas entre as duas primeiras coletas, e com aumento significativo



10

a partir do 35° dia. As duas ultimas coletas foram significativamente acima das
demais, atingindo o valor de 9,48 log UFC/g, porém sem sinais visiveis de
deterioracéo fungica no produto. De acordo com a IN n° 46/2007, a contagem de
bolores e leveduras em leites fermentados nédo pode ultrapassar 1,70 log UFC/g
(BRASIL, 2007). As amostras estariam reprovadas em todos os tempos de coleta,
com base neste critério, no entanto, o produto desenvolvido a base de leite de coco
nao pode ser definido como um leite fermentado.

11,5
10,5
=)
o 9,5 '
LL
D 85
(@]
L 75+
0
S 6,5
3
© 55
>
[}
— 45 1
(]
§ 3,5
o
S 25
m
i54 T - - T T
0,5
T T T T T
Dia 5 Dia 20 Dia 35 Dia 50 Dia 65
Periodo

FIGURA 1- AVALIACAO DE BOLORES E LEVEDURAS NO PRODUTO A BASE
DE LEITE DE COCO AO LONGO DO ARMAZENAMENTO REFRIGERADO.

A linha continua indica os valores médios * desvio padrdo da média e a linha tracejada
indica o valor maximo para Bolores e leveduras em leites fermentados (BRASIL, 2007).

A avaliacdo em diferentes lotes de leites fermentados desnatados de cinco
marcas brasileiras indicou auséncia de bolores e leveduras em todas as amostras
(CASTILHO; CUNHA; ARAUJO, 2013), enquanto em outro estudo, com duas
marcas, as contagens variaram de 2,7 a 4,7 log UFC/mL (NESPOLO et al., 2014). J&
a contagem de bolores e leveduras realizada em uma formulacao de bebida lactea
contendo leite bovino, soro de leite e extrato hidrossoluvel de soja demonstrou
auséncia de bolores e leveduras até o sétimo dia de armazenamento, com o limite
maximo sendo extrapolado a partir dos 14 dias de armazenamento e atingindo 3,70
log UFC/g aos 25 dias (KRUGER et al., 2008). Esta Ultima formulagdo também
apresentou problemas em relacdo a quantificacdo de bolores e leveduras, assim
como o produto a base de coco, o que pode indicar que a adicdo de extrato de
origem vegetal necessite tratamento térmico adicional para evitar a contaminagéo
fungica.
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A presenca de bolores e leveduras no produto é preocupante, pois este
grupo € indicativo de m& conservagdo, condigbes higiénicas insatisfatérias ou
mesmo manutencdo em temperaturas inadequadas, uma vez que o produto
formulado necessita temperaturas de refrigeracdo para sua conservacao
(FORSYTHE, 2013; KRUGER et al., 2008). Além disso, a presenca desses
contaminantes pode estar relacionada a incidéncia de micotoxinas no produto final,
compostos estes que s prejudiciais a saude do consumidor (FORSYTHE, 2013).

Na Figura 2, observa-se a quantificacdo de bactérias lacticas no produto
formulado. Os valores médios ao longo do periodo de armazenamento foram,
consecutivamente, 4,09, 3,40, 3,60, 3,79 e 3,80 log UFC/g, com diferenca
significativa apenas entre a primeira e a segunda coletas, todas abaixo do limite
minimo estabelecido para iogurtes ou leites acidofilos (BRASIL, 2007).
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FIGURA 2 - CONTAGEM DE BACTERIAS LACTICAS NO PRODUTO A BASE DE
LEITE DE COCO DURANTE O ARMAZENAMENTO REFRIGERADO.

As barras verticais indicam os valores médios + desvio padrdo da média e a linha tracejada
indica o valor minimo para Bactérias lacticas em iogurtes e leites acidofilos (BRASIL, 2007).

Uma avaliagdo sobre a qualidade de diferentes marcas de leites
fermentados comercializadas no mercado brasileiro constatou que 28% (n=7) néo
atingiu a contagem minima de 6 log UFC/mL de bactérias lacticas (CASTILHO;
CUNHA; ARAUJO, 2013), valor mantido somente até os 22 dias de armazenamento
de uma bebida lactea desenvolvida com cultura mista armazenada a 4°C (KRUGER
et al., 2008). Outro estudo com cinco marcas de iogurtes contendo polpa de frutas
demonstrou contagens de bactérias lacticas acima de 9 log UFC/g no primeiro dia e
diminuindo para 6 log UFC/g ao final de 44 dias de armazenamento a 7°C, porém o0s
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valores decairam abaixo do limite minimo em temperaturas de 15°C, considerada
pelos autores como a submetida durante a distribuicdo dos produtos (ALMEIDA et
al., 2015). Em um estudo com iogurtes com adicdo de Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus acidophilus ou Bifidobacterium animalis subsp.
lactis, verificou-se que a viabilidade dos dois foi mais afetada pelo armazenamento a
20°C e que o Lactobacillus rhamnosus foi 0 mais resistente a interrupcdo da
estocagem a frio (FERDOUSI et al., 2013). A perda de viabilidade do Bifidobacterium
animalis subsp. lactis e do Lactobacillus acidophilus também foi observada em
outros estudos, como no armazenamento refrigerado de iogurtes (SARVARI,
MORTAZAVIAN; FAZELI, 2014; YILMAZ-ERSAN; KURDAL, 2014), ou sob
condi¢gdes de congelamento de um “frozen” iogurte estocado a -20°C (MUZAMMIL et
al., 2015). Estes resultados demonstram que a contagem de bactérias lacticas totais
€ dependente das temperaturas de refrigeracdo e que variagcdes no armazenamento
de produtos de base lactea podem levar a ndo conformidades com a legislacao
vigente.

O produto formulado a base de leite de coco ndo atingiu a contagem de
bactérias lacticas totais definida para leites fermentados (Figura 2), entretanto a
matéria-prima principal do produto é de origem vegetal que nao possui componentes
como hidrolisados proteicos, caseina, soro e glicose, classificados como facilitadores
da multiplicacdo de bactérias lacticas (CASTILHOS; CUNHA; ARAUJO, 2013;
FERDOUSI et al., 2013). Na formulacéo, também n&o ha presenca de aditivos, como
acucar, considerados pela industria fundamentais para o crescimento de bactérias
lacticas e probidticas (MAZO et al., 2009), ou fruto-oligossacarideos, que
aumentaram significativamente a contagem das bactérias Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium em formulacdes de bebidas lacteas (BURKERT et al.,, 2012). Os
microrganismos utilizados no produto a base de leite coco, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium, sdo usualmente utilizados em produtos de base
lactea. Para estes permanecerem viaveis no produto, é necesséario pH préximo a
4,5, o que néo foi alcancado no produto a base de leite de coco (Tabela 1). Um
estudo avaliou a viabilidade dos probioticos Bifidobacterium animalis subsp. lactis e
Lactobacillus acidophilus em sorvetes de leite de coco e de leite bovino sob
condicdes gastricas e observou-se que a primeira matriz foi pior para manutencao
destes microrganismos (ABOULFAZLI; BABA, 2015). Isto pode ser atribuido ao fato
das proteinas do coco terem menor propriedade emulsificante que as proteinas
lacteas bovinas, acarretando revestimento proteico menos estavel em torno dos
probiéticos, uma liberacdo mais rapida e eliminacdo destes sob condi¢cdes gastricas
(ABOULFAZLI; BABA, 2015). O produto a base do leite de coco formulado no
presente estudo nédo foi submetido a estas condicdes adversas, tanto que as
contagens ndo variaram bruscamente, porém as condi¢cdes de substrato e pH néo
foram proporcionadas para que o crescimento das bactérias lacticas ocorresse.

A contagem microrganismos psicrotroficos variou de 2,19 a 2,52 log UFC/g,
sem alteracOes significativas ao longo do periodo de armazenamento refrigerado.
Em outro estudo com leites fermentados de duas marcas comerciais, a contagem
para este grupo foi inferior a 1 log UFC/g (NESPOLO et al., 2014). O resultado
encontrado no presente estudo € considerado positivo, pois a proliferacdo pode
ocasionar danos na textura, sabor e consisténcia dos alimentos, especialmente o0s
de origem lactea (MONTANHINI, 2012; OLIVEIRA et al, 2012). A principal causa de



13

contaminagdo por microrganismos psicrotréficos sdo as mas condi¢cdes de higiene
na manipulagdo das matérias-primas, além de condicbes inadequadas dos
equipamentos e utensilios utilizados para este fim (OLIVEIRA et al, 2012).

Os valores obtidos para os grupos coliformes totais e termotolerantes no
produto de leite de coco foram menores que 0,48 log NMP/g em todos os tempos de
coleta, resultados estes de acordo com o estipulado pela legislacdo para leites
fermentados (BRASIL, 2001; 2007). Numero de unidade formadora de colbnias
similar para coliformes totais foi encontrado em uma bebida lactea pasteurizada com
adicao de ferro (SOUSA; FERNANDES; FERNANDES, 2015). O grupo coliformes &
indicador da qualidade higiénico-sanitaria e valores baixos demonstram que as
condicbes de processamento e manipulacdo foram adequadas para este tipo de
alimento (FORSYTHE, 2013; SOUSA; FERNANDES; FERNANDES, 2015).

Um avaliou a vida 0til e a taxa de deterioracdo diaria para cinco amostras
comerciais de iogurte, considerando a contagem de bactérias lacticas totais, e 0s
calculos indicaram que a vida util destes produtos foi de 39 a 40 dias, quando
armazenados a 7°C (ALMEIDA et al.,, 2015), que foi a temperatura média do
armazenamento refrigerado utilizada no presente estudo. Além disso, foi o periodo a
partir do qual a multiplicacdo de bolores e leveduras intensificou-se no produto a
base de leite de coco.

4. CONCLUSAO

Através da caracterizacao fisico-quimica do produto a base de leite de coco,
foi possivel constatar valores elevados de pH e de atividade de agua e os de acidez
nao estavam dentro dos limites estabelecidos pela legislacéo brasileira para leites
fermentados. A verificacdo microbiolégica evidenciou que o produto de leite de coco
estava em conformidade para coliformes totais e termotolerantes, em todos o0s
tempos de coleta, no entanto foi observada uma contaminagcdo excessiva por
bolores e leveduras durante o armazenamento refrigerado. Aliado a isso, a
contagem de bactérias lacticas nao atingiu o valor de referéncia para leites
fermentados, uma vez que a matéria-prima principal da formulacdo € de origem
vegetal e ndo possui facilitadores de multiplicacdo destas bactérias. O produto a
base de leite de coco aparece como uma alternativa de produto de origem vegetal
contendo probidticos, entretanto € necessaria a adicdo de substratos que facilitem a
multiplicacdo dos microrganismos benéficos e cuidados adicionais no
processamento para evitar a contaminagdo microbiolégica.

PROBIOTIC BACTERIA AND QUALITY PARAMETERS
IN A COCONUT MILK-BASED PRODUCT

ABSTRACT

Healthy eating is aim of many consumers, especially those with dietary restrictions,
with increasing use of probiotics and interest in lactose-free foods. As probiotics are
usually ingested in dairy foods, the objective of this study was to develop an
alternative product prepared with coconut milk and addition of probiotics. Product
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was made with coconut milk and agar and inclusion of probiotic and fermenting
bacteria, evaluating physical-chemical and microbiological quality during cooled
storage. Samples were collected every fifteen days, until to 65 days of storage,
evaluating pH, water activity, titratable acidity, molds and yeasts, lactic acid bacteria,
psychrotrophic bacteria, total and fecal coliforms. Results for pH and water activity
demonstrated conditions for proliferation of undesirable microorganisms and
difficulties for maintenance of probiotic bacteria. The acidity varied between 0.11 and
0.14%, below the minimum limit recommended for fermented milks. Mean counts of
lactic acid bacteria ranged from 3.40 to 4.09 log CFU/g, and yeasts and molds were
3.38 t0 9.48 log CFU/g, respectively, below and above legal standards. This indicates
that coconut milk product was not according to the fermented milk regulation, even
with adequate results for total and fecal coliforms. In order for coconut milk product
be an alternative vegetable food containing probiotics, it is necessary to add
facilitators of multiplication of these bacteria, to control the processing and the
storage, and to avoid the microbiological contamination.
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