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Resumo

Matrizes nao-lacteas tém sido estudadas como veiculos de bactérias
probidticas, porque € cada vez maior o numero de individuos que nao
consomem produtos lacteos devido a restricdes alimentares. Obijetivo:
desenvolver morangos desidratados adicionados de probioticos (Bacillus
coagulans) por diferentes técnicas de incorporagdo dos probidticos em
morangos (impregnacao direta de probidticos ou aplicagdo de revestimento
de alginato com probiotico) e dois métodos de desidratacao (liofilizacéo e
secagem em estufa). Métodos: Os morangos receberam quatro tratamentos,
impregnacgao seguida de liofilizagao (IP-L), impregnacao seguida de secagem
em estufa (IP-E), revestimento seguido de liofilizagdo (RP-L) e revestimento
seguido de secagem em estufa (RP-E). Foram realizadas analises fisico-
quimicas (umidade, acidez total titulavel, solidos soluveis totais, pH, vitamina
C, antocianinas, cor e firmeza) e a viabilidade dos probi6ticos no morango
apos o processamento e ao longo de 6 meses. Os morangos foram estocados
a25°C e UR 50%. Os morangos com adi¢ao de probidticos foram submetidos
as condi¢des gastrointestinais simuladas por meio de ensaio in vitro para
verificar o comportamento dos probiéticos contidos nos produtos a passagem
pelo trato gastrointestinal (TGIl) e posterior liberagdo no duodeno.
Resultados: O numero de probidticos viaveis apresentaram concentragcdes
acima de 6 log UFC.g™", valores encontrados em matrizes probioticas lacteas.
Houve diferenca significativa (p<0,05) entre os métodos de desidratacao,
sendo que os morangos secos em estufa apresentaram maiores alteragdes
na viabilidade probidtica e caracteristicas fisico-quimicas durante o
processamento. Os morangos impregnados com probidticos (IP-L e IP-E)
apresentaram contagens de viaveis maiores quando comparados com o0s
revestidos, provavelmente por terem penetrado mais na matriz do morango,
sendo protegidos por ela. O tempo de estocagem nao afetou
significativamente (p>0,05) a viabilidade dos esporos de Bacillus coagulans.
Concluséao: O processo de incorporagédo probiética (por revestimento ou
impregnagao) e posterior desidratagdo (por estufa ou liofilizagdo) levou a
produgao de snacks de morangos com capacidade de entregar com sucesso
células probiodticas viaveis ao trato gastrointestinal. A digestdo gastrointestinal
simulada demonstrou a capacidade da cepa esporogénica em sobreviver ao
processo digestivo.

Palavras-chave: Bactérias Probioticas; Revestimentos Comestiveis; Aginato;
Morangos Desidratados; Bacillus coagulans.



Abstract

Non-dairy matrices have been studied as vehicles of probiotic bacteria,
because the number of individuals who do not consume dairy products due to
dietary restrictions has increased. Objective: to develop dehydrated
strawberries incorporated with probiotics (Bacillus coagulans) by different
techniques (direct impregnation of probiotics or application of alginate coating
with probiotics) and two methods of dehydration (freeze drying and oven
drying). Methods: Strawberries received four treatments: probiotic
impregnation followed by freeze drying (IP-L), probiotic impregnation followed
by oven drying (IP-E), probiotic coating followed by freeze-drying (RP-L) and
probiotic coating followed by oven drying (RP-E). Physico-chemical analyses
(moisture content, total titratable acidity, total soluble solids, pH, Vitamin C,
Anthocyanins, Color and Firmness) and the viability of probiotics in the
strawberry after processing and over 6 months of storage were performed. The
strawberries were stored at 25 ° C and 50% RH. The strawberries were
submitted to simulated gastrointestinal conditions by means of an in vitro test
to verify the behavior of the probiotics contained in the products when passing
through the gastrointestinal tract and subsequent release in the duodenum.
Results: The number of viable probiotics showed concentrations above 6 log
cfu.g™”, values found in dairy probiotic matrices. There was a significant
difference (p <0.05) between the dehydration methods, with oven-dried
strawberries showing greater changes in viability and physico-chemical
characteristics during processing. Strawberries impregnated with probiotics
(IP-L and IP-E) showed higher viable counts when compared to the coated
ones, probably because the probiotics were absorbed by the strawberry matrix
and were protected by it. The storage time did not significantly affect (p> 0.05)
the viability of Bacillus coagulans spores. Conclusion: The process of
probiotic incorporation (by coating or impregnation) followed by dehydration
(oven-drying or freeze drying) led to a dehydrated snack able to successfully
deliver viable probiotic cells to the gastrointestinal tract. The simulated
gastrointestinal digestion demonstrated the ability of the sporogenic strain to
survive the digestive process.

Keywords: Probiotic bacteria; Edible Coatings; Dehydrated Strawberries;
Bacillus coagulans.
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1. Introdugao

Os probioticos sdo definidos como "micro-organismos vivos que, ao
serem administrados em quantidades adequadas, conferem algum beneficio
a saude do hospedeiro" (1,2). Esses beneficios funcionais dos probidticos
dependem do tipo de bactéria, bem como do numero de bactérias viaveis que
sdo entregues ao sistema gastrointestinal (3). As bactérias probidticas, ao
resistir a passagem pelo trato gastrointestinal, podem ser capazes de unir-se
a microbiota comensal e apresentar efeitos benéficos apds aderéncia ao
intestino do hospedeiro (4). Podem ocupar os sitios de ligagcdes na mucosa
intestinal, formando uma espécie de barreira fisica, impedindo a ligagao das
bactérias patogénicas que seréo excluidas pela competi¢ao (5).

A incorporacgao de bactérias probioticas em produtos lacteos € um dos
formatos mais comuns disponiveis no mercado de alimentos contendo
probidticos, porém o crescente numero de individuos com intolerancia a
lactose, dislipidemia e adesdao ao vegetarianismo/veganismo reforcam a
importancia do desenvolvimento de alimentos n&o lacteos carreadores de
probidticos, como frutas e hortalicas (6). Varias tentativas foram feitas em
frutas frescas e desidratadas impregnadas com probiéticos (7, 8).

O uso de esporos probidticos de Bacillus spp. € uma alternativa
promissora em produtos probiéticos, ja que os esporos tém maior capacidade
de resistir as condigdes de processamento, armazenamento e passagem pelo

trato gastrointestinal (TGI), permitindo a incorporagcado dessas bactérias a
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varios tipos de alimentos, uma vez que sao estaveis em uma ampla faixa de
temperaturas, o que significa que o produto pode ser armazenado a
temperatura ambiente de forma dessecada, sem qualquer efeito deletério na
viabilidade (9). Os esporos podem sobreviver a condigcdes estomacais acidas
e germinar no intestino (10).

Os morangos (Fragaria x ananassa Duchesne) sao pseudofrutos muito
delicados e pereciveis, com taxa respiratoria alta, alta taxa de perda de peso
e suscetiveis a ataques de fungos (11). Uma maneira de prolongar a vida util
das frutas é o método de secagem. Varios métodos tém sido aplicados a
secagem de morangos, incluindo secagem por ar quente, secagem por micro-
ondas, secagem por infravermelho e liofilizagao (12). A secagem por estufa é
um método de desidratagdo mais rapido e econémico, onde o sdlido a ser
seco é exposto a uma corrente quente de ar que flui continuamente, onde a
umidade evapora. Esse processo apresenta algumas desvantagens, como
uma reducdo da qualidade do produto em relagdo ao produto original, devido
a utilizacao de altas temperaturas para a secagem. A liofilizagcao é baseada
na desidratagao por sublimagao de um produto congelado. Devido a auséncia
de agua liquida e as baixas temperaturas requeridas para o processo, a
maioria das deterioragdes e reagdes microbioldgicas sao interrompidas, assim
como a perda de nutrientes e alteragdes de cor e forma, resultando em um
produto final de excelente qualidade (13). Porém apresentam algumas
desvantagens, sendo um processo dispendioso e requer tempos de
processamento muito longos, o que restringe sua aplicabilidade a produtos de

alto valor (14).
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A maneira de aplicacdo das bactérias probidticas em frutas ocorre
geralmente por meio de impregnacgéao da fruta (ou de pedacgos da fruta) com
uma suspensao do probidtico (15-17). Alternativamente, os probiéticos podem
ser incorporados a uma matriz polimérica usada como revestimento das frutas
(18-21).

Um revestimento comestivel € uma camada fina de material comestivel
aplicada sobre a superficie de um produto alimenticio. Recentes estudos
mostraram que o0s revestimentos comestiveis podem ser veiculos de
compostos bioativos como vitaminas, enzimas, antioxidantes e probidticos,
que permitem o desenvolvimento de filmes e revestimentos comestiveis
bioativos (22). Juntamente com a protecado que esses revestimentos podem
oferecer aos micro-organismos, outras propriedades benéficas também
podem ser conferidas, como liberagdo bacteriana no trato gastrointestinal
(23). O alginato € um polissacarideo derivado a partir das algas marinhas
marrons (Phaeophyceae) com propriedade espessante, geleificante e
estabilizante. Constitui-se como um copolimero linear composto de residuos
com ligagao 1,4 glicosidicas com o acido 3-D-manurénico (M) e de acido a-L-
gulurénico (G) (24), que por sua natureza polianibnica, € um material
interessante como veiculo de probidticos, ja que mantém o conteudo
imobilizado no pH baixo do estdbmago, mas se expande quando desprotonado,
liberando o conteudo no pH do intestino (25).

Esses filmes ou revestimentos podem conter prebidticos, que sao
definidos como substratos utilizados seletivamente pelos micro-organismos

hospedeiros que conferem um beneficio a saude (26).
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No presente estudo, objetivou-se avaliar o efeito da técnica de
incorporagao de Bacillus coagulans (impregnagao ou revestimento) e do
método de secagem (liofilizagdo ou secagem em estufa) sobre as
propriedades de morangos desidratados e a estabilidade das bactérias ao
longo do processamento, armazenamento e passagem pelo trato

gastroinstestinal (TGI) in vitro.
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2. Revisao de Literatura

2.1. Morango

O morango (Fragaria x ananassa Duchesne) é uma planta rasteira da
familia das rosaceas, possuem folhas ovaladas e flores de pétalas brancas
(Figura 2.1). Apresentam caule rastejante, gerando folhas e raizes que daréo
origem a nova touceiras. Os verdadeiros frutos sdo denominados de
aquénios, que sao os pontinhos pretos, chamados de sementes, sendo
encontrados na epiderme vermelha que recobre a polpa do morango (27). O
morango é, portanto, um pseudofruto muito apreciado por seu atraente sabor,
cor e aroma (28). Além disso, contém uma grande variedade de nutrientes,
como agucares, vitaminas e minerais, além de compostos bioativos nao-
nutritivos, como constituintes fendlicos (29).

O morango é um pseudofruto nao climatérico que deve ser colhido em
plena maturidade para obter a maxima qualidade de comercializagéo. Este
pseudofruto também é altamente perecivel, devido a alta taxa de respiracao,
baixa resisténcia mecanica e alta suscetibilidade ao ataque de patdégenos

(30,31).
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Aquénio
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Aquénios
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Apice (polpa)

Figura 2.1. Morfologia da flor do morangueiro e do morango. (Adaptado a partir de
https://studylibpt.com/doc/4443853/principais-variedades-de-morango-comercializadas).

As diferencas de rendimento na produgdo de morango estao
relacionadas principalmente com as diferentes praticas de fertilizantes e
irrigacao e a diferentes estratégias de manejo de pragas (32,33).

A produgao mundial de morango atingiu aproximadamente 8.337.099
de toneladas no ano de 2018. Os morangos estdao entre as frutas mais
populares do mundo, sendo que liderada pela China, responsavel por uma
produgao de com 2.955.453 toneladas, seguido dos Estados Unidos e México,
com 1.296.272 e 653.639 toneladas, respectivamente (34).

A produgao anual de morango no Brasil € de 3.481 toneladas em uma
area de 390 ha (34). No Brasil, a produgdo de morango vem se destacando
em varias regides, com énfase para Minas Gerais, mas também em estados
como Rio Grande do Sul, Parana, Santa Catarina, Sao Paulo, Espirito Santo,

Distrito Federal, Bahia e Ceara (35).
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2.2. Métodos de desidratacao

A desidratacdo € provavelmente uns dos meétodos mais antigos de
conservacao de alimentos, consistindo essencialmente na reducdo do
conteudo de agua até que a concentragao dos solidos naturais seja elevada
o suficiente para diminuir a atividade de agua a niveis que permitam maior
estabilidade (36,37). Com a diminuigao da atividade de agua, ocorre a inibigao
da multiplicacao e atividade de micro-organismos deteriorantes, minimizando
a acao das enzimas e de muitas das reacgdes deteriorativas mediadas pela
agua (38).

A secagem ao sol € um método tradicional em paises tropicais e
subtropicais, porém, apresenta algumas desvantagens, como longo tempo de
secagem, exposicao a contaminagao por poeira, solo, particulas de areia e
insetos etc. Para solucionar esse problema, € necessario usar métodos de
secagem alternativos, como por exemplo, a secagem por ar quente, que &
muito mais rapida, proporcionando uniformidade e qualidade do produto (39).
E a liofilizacdo € um método que utiliza baixas temperaturas e vacuo, sendo
considerado uns dos melhores métodos de remogdo de agua, gerando
produtos finais com mais qualidade quando comparados com o0s outros

meétodos de secagem de alimentos (13).
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2.2.1. Secagem por estufa

A secagem por ar quente é uma técnica simples, que € de certa forma
semelhante a secagem solar. Porém, esse processo de secagem ocorre em
um ambiente fechado, cAmara aquecida. E um processo frequentemente
usado para produtos de baixo valor (40).

A secagem por convecgao é o método de desidratacdo mais tradicional
usado para preservar os alimentos; consiste principalmente em forcar o ar
através do produto a ser seco. No entanto, esse método apresenta algumas
desvantagens, como alteragbes quimicas, fisicas, nutricionais e sensoriais,

ligadas a perda de agua e as altas temperaturas aplicadas (41).

2.2.2. Liofilizagdo

A liofilizagdo utiliza o principio de que, sob alto vacuo, a agua
congelada € removida por sublimacéo, onde a agua no estado sélido passa
para o gasoso, sem passar pelo estado liquido. Como o material permanece
congelado, ndo ocorrem danos pelo calor, o que o torna um método vantajoso
pois mantém as caracteristicas organolépticas e nutricionais do produto.
Devido a utilizagdo de baixas temperaturas de processamento e baixa
pressdo, modificagcbes quimicas como oxidagado sao evitadas, assim como

alteragdes na estrutura, textura, aparéncia e sabor (42).
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O método de desidratacdo por liofilizagdo apresenta algumas
desvantagens, como lentidao e alto custo, sendo muito utilizada em produtos

de alto valor agregado ou sensiveis a deterioragao sensorial (40).

2.3. Probiéticos

Os mecanismos de acado dos probidticos incluem: modificacdo da
microbiota intestinal, produgdo de substancias antimicrobianas, aderéncia
competitiva @ mucosa e epitélio, fortalecimento da barreira epitelial intestinal
e modulacao do sistema imunolégico (43,44).

Os probidticos devem apresentar resisténcia as condi¢goes adversas do
trato gastrointestinal, modular positivamente os sistemas fisiolégicos do
paciente, ser seguros e nao devem transmitir genes de resisténcia
antimicrobiana (2,45).

O uso de probidticos tem sido relatado desde os tempos antigos,
observado em alguns produtos utilizados pela civilizagdo farabnica, como
leite, sementes, peixe e alguns outros produtos (46). O primeiro a detectar o
efeito do que hoje é denominado de probiético foi Eli Metchnikoff, vencedor
do Prémio Nobel de Medicina em 1908. Ele vinculou a saude e a longevidade
dos camponeses bulgaros a ingestao de bactérias (Lactobacillus bulgaricus e
Streptococcus thermophilus) presentes no iogurte (47,48).

Devido ao seu efeito benéfico, varios estudos foram realizados para

desenvolver produtos probidticos. No Japéao, no inicio dos anos 1930, Shirota
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conseguiu isolar cepas existentes nas bactérias intestinais de individuos
saudaveis. Ele usou essas cepas para desenvolver um leite fermentado e
testar seus efeitos em pacientes, introduzindo seu primeiro produto, Yakult®,
no mercado. A cepa isolada e usada nesse leite fermentado foi posteriormente
nomeada Lactobacillus casei Shirota (46).

Dentre alguns beneficios ja relatados do consumo de -culturas
probidticas destacam-se controle de infecgbes gastrointestinais, redugao da
intolerancia a lactose, redugao dos niveis de colesterol, controle da pressao
arterial, propriedades antimutagénicas, anticarcinogénicas e anti-diarréicas,
reducao de doenca inflamatéria intestinal, supressdo de infecgbes como a
promovida por Helicobacter pylori (49).

Os produtos alimentares probidticos de matrizes lacteas estao
comercialmente disponiveis em todo o mundo em diferentes formas. No
entanto, alergia a caseina, soro do leite, intolerancia a lactose, riscos
associados ao colesterol e o aumento da adesao ao vegetarianismo ou
veganismo sao os principais contratempos para os produtos lacteos. Portanto,
€ necessario desenvolver produtos alimenticios funcionais probiodticos de
matrizes ndo lacteas (ex: cereais, frutas e hortalicas). Entre os varios produtos
nao lacteos, as frutas tém uma grande variedade de fitoquimicos e tém
capacidade de diminuir o risco de varias doencgas (50).

Os géneros Lactobacillus e Bifidobacterium sao residentes naturais do
intestino e também sao amplamente estudadas em ensaios clinicos
controlados (51). No entanto, esses géneros (Lactobacillus e Bifidobacterium)

nao possuem capacidade de formar esporos, n&o possibilitando o
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armazenamento a temperatura ambiente por um longo prazo, correndo maior
risco de perder sua viabilidade durante o processamento e armazenamento

(52,53).

2.3.1. Bacillus coagulans

Bacillus coagulans € uma bactéria anaerdbica facultativa, catalase
positiva, possuindo capacidade de formar esporos e produzir acido latico (54).
Além da sua caracteristica produtora de acido latico, nao apresenta fatores de
viruléncia como algumas cepas de Bacillus subtilis, cuja espécie possui
numerosos estudos como probidticos (9).

A espécie Bacillus coagulans € resistente ao calor, e possui
temperatura 6tima de crescimento de 35 a 50 ° C com pH 6timo de 5,5 a 6,5.
Algumas cepas de Bacillus coagulans sao bactérias termofilas capazes de se
multiplicar a pH 6,2 e temperatura 60-65 ° C (55).

Devido a sua capacidade de formar esporos, podem sobreviver no
estdmago na forma de esporos e germinar no intestino, exercendo seu papel
probidtico no trato intestinal. Alguns estudos mostraram que Bacillus
coagulans possuem fraca capacidade de colonizar no trato intestinal, por ndo
serem considerados como parte natural da microbiota intestinal e de aderir ao
epitélio intestinal, sendo completamente eliminada em quatro a cinco dias, a

menos que a administragao crénica seja mantida (56-58). Portanto a Bacillus
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coagulans s6 pode afetar a microbiota intestinal através da proliferacéo
temporaria no intestino humano (59).

Entre os beneficios relatados, algumas cepas de Bacillus coagulans
possuem propriedades probidticas eficazes no manejo de sintomas clinicos
da sindrome do intestino irritavel em humanos, como alivio da dor abdominal
e inchago em pacientes (60,61), aumento da digestdo de proteinas
vegetais durante passagem simulada in vitro do TGI superior (62) e redugao
de diarreia associada a estreptomicina em camundongos com
imunossupressao induzida por ciclofosfamida (63). Além das suas aplicagdes
em doengas no trato gastrointestinal, cepas de Bacillus coagulans tém sido
utilizadas para tratar ou prevenir condicbes médicas ndo gastrointestinais,

incluindo vaginose bacteriana e obesidade (63-64).

2.4. Plastificante e Prebioticos

Plastificante € uma substancia ou material incorporado em outro
material para aumentar sua flexibilidade, trabalhabilidade ou distensibilidade
(65). Os plastificantes mais comuns incluem agua, poliois, oligossacarideos
e lipideos. Entre os plastificantes mais utilizados estdo o glicerol e o sorbitol
(66-67).

O sorbitol € um poliol, ndo téxico que poder ser usados em alguns
materiais de contato com alimentos (65). Além disso, o sorbitol tem um

potencial efeito prebidtico (68).
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Os prebidticos sao substratos utilizados seletivamente pelos micro-
organismos hospedeiros que conferem alguns beneficios a saude (26).

O consumo de prebidticos estd associado a varios efeitos sobre a
funcao digestiva do organismo, como aumento da massa fecal, diminuigao de
bactérias Gram-negativas no célon, aumento da sintese de vitaminas,
melhora do perfil lipidico, melhora da fungdo imunolégica e restauragao da
microbiota habitual apds o uso de antibidticos, entre outros (69).

Para que um substrato da dieta seja classificado como prebidtico, sao
necessarios pelo menos alguns critérios como: nao ser hidrolisado ou
absorvido no estdbmago ou no intestino delgado; ser seletivo para bactérias
comensais benéficas no intestino grosso como as bifidobactérias; a
fermentacao do substrato deve induzir efeitos luminais/ sistémicos benéficos

no hospedeiro (70).

2.5. Revestimentos comestiveis

Os revestimentos comestiveis sao definidos como uma camada fina de
material aplicado na superficie dos alimentos, podendo ser consumidos
juntamente com os alimentos. Geralmente sdo utilizados para prolongar a vida
util do alimento, reduzindo as taxas de respiracao de frutas e hortalicas frescas
e as taxas de degradacéo de varios tipos de alimentos (71).

Alguns estudos mostraram que a aplicagdo desses revestimentos antes

do processo de secagem pode reduzir a perda de aroma, cor e nutrientes,
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reduzindo a difusao de oxigénio nos alimentos e mantendo a integridade fisica
do produto (72, 73).

Diferentes materiais bioldgicos, incluindo polissacarideos, proteinas,
lipidios e seus derivados, sao utilizados para preparagao de revestimentos
comestiveis (74).

Os revestimentos formados a partir de polissacarideos geralmente
apresentam boas propriedades de barreira ao oxigénio, principalmente em
condigdes de baixa umidade (75). Além da sua capacidade de barreira, os
revestimentos e filmes podem ser usados para incorporagao de compostos
bioativos, como antioxidantes, corantes, antimicrobianos, nutrientes,
compostos de sabor, prebidticos e probidticos (76).

Dessa maneira, os revestimentos comestiveis sdo apresentados como
bons transportadores de bactérias probioticas, que além de reduzir as perdas
de viabilidade celular durante o processamento e armazenamento, protegem

esses micro-organismos do acido gastrico e dos sais biliares (77).

2.5.1. Alginato

Os alginatos sao polissacarideos anibnicos naturais compostos de
residuos de acido d- manurdnico e |- gulurénico unidos linearmente por
ligacdes (1 a 4) glicosidicas (Figura 2.2). O arranjo proporcional e sequencial
variavel das unidades d- manurdnico e I- gulurdnico resulta na distribuicao de

cargas negativas ao longo da estrutura do polimero em solugao aquosa (78).
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Figura 2.2. Estrutura quimica do Alginato (HASSAN et al.,2018).

O alginato de sddio € um biopolimero que vem sendo estudados devido
a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade e capacidade de formar
peliculas e revestimentos n&o toxicos (79).

Os alginatos séo extraidos a partir de algas marinhas marrons, como
Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum e Macrocystis (80,81). As
industrias de alimentos e bebidas, sdo um dos ingredientes mais importantes
em produtos alimenticios, utilizados como agentes espessantes, formadores
de gel e estabilizadores coloidais. E também s&o muitos utilizados no setor
farmacéutico como matrizes para encapsulamento de medicamentos, como
substratos para cultura de células, como aglutinantes para comprimidos
meédicos (82).

Uma das caracteristicas mais uteis e unica dos alginatos é sua
capacidade de reticulagdo ao reagir com cations metalicos polivalentes,
especificamente ions calcio, para produzir géis resistentes (83) e controlar a
liberacdo de alguns ativos (84). Esses géis de alginato se apresentam
estaveis quando em solugdes de pH baixo, mas se expandem em solucdes
fracamente basicas. Revestimentos de alginato podem ser usados para

proteger compostos bioativos e probidticos da acidez do suco gastrico,
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permitindo liberacdo subsequente no ambiente basico de fluidos intestinais

(85).
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3. Objetivos

O objetivo principal da proposta € o de comparar morangos
desidratados probiéticos produzidos por diferentes técnicas de incorporagéo
dos probidticos e diferentes métodos de secagem.

Os objetivos especificos sao:

- Avaliar a estabilidade da bactéria probidtica (Bacillus coagulans BC4
50 MLD) a diferentes formas de secagem dos morangos (liofilizagdo e
secagem em estufa) e a presenga de uma matriz biopolimérica (alginato);

- Acompanhar a viabilidade da bactéria probidtica durante a vida de
prateleira dos morangos desidratados (liofiizados ou secos em estufa)
armazenados a temperatura de 25° C durante 6 meses;

- Comparar as propriedades fisicas e quimicas dos morangos
desidratados provenientes dos diferentes tratamentos;

- Avaliar a resisténcia dos micro-organismos probioticos presentes em

morangos frente as condi¢cdes gastrointestinais simuladas in vitro.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Ativagao da cultura liofilizada

A cultura liofilizada de Bacillus coagulans BC4 50 MLD (lote
C235515A), fornecida pela Sacco, SRP, lItalia). Uma cultura estoque foi
preparada inoculando 1 g da cultura liofilizada em 10 mL de meio TGY
(Tripticase Glucose Levedura) e incubada a 37°C por 48 h a 150 rpm.
Posteriormente, foram transferidos 5 mL da cultura para 45 mL de TGY e
incubadas sob as mesmas condigdes anteriores (37°C, 48 h e 150 rpm), a fim
de obter a concentragdo final das culturas de células de pelo menos 10"
UFC/mL". As células foram concentradas por centrifugacgédo a 3000 g durante
15 minutos a 20°C, em seguida, foi adicionado a biomassa 40 mL de meio
TGY e 10 mL de glicerol A cultura estoque foi agitada em tubos de voértice e

transferidas para tubos criogénicos para armazenamento a -80° até utilizagao.

4.2. Preparo da biomassa probiética

Foi utilizada uma cultura estoque de Bacillus coagulans, descrita

anteriormente no item 4.1. Foram adicionadas 25 mL de cultura estoque em

225 mL de meio TGY (Tabela 4.1), incubada em shaker climatizado a 39°C

por 24 h a 200 rpm e centrifugada a 3000 g por 15 minutos. O sobrenadante
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foi descartado, e a biomassa, inoculada em 225 mL de meio esporogénico
(composicédo apresentada na Tabela 4.1) baseado no meio padrao FDA a

39°C por 48 h a 200 rpm.

Tabela 4.1. Composi¢ao quimica dos meios utilizados:

Meios de Cultura Composicao Quantidade
Extrato de Levedura 0,5g/100mL

TQY Triptona 0,5g/100mL
K2HPO4 0,1g/100mL
Dextrose 0,1g9/100mL
Milhocina (CSL) 5 mL/1000mL
Dextrose 1g/1000mL

Meio esporogénico (“FDA”) MnSOs 0,0569/1000mL
CaCOs 0,05 g/1000mL
(NH4)2S04 0,5 g/1000mL

Em seguida, o meio de cultura foi centrifugado a 3000 g por 15 minutos
e lavado duas vezes com 40 mL de agua destilada estéril. Em seguida, a
biomassa de células foi ressuspendido em 40 mL agua destilada estéril,
obtendo uma concentragédo de 10 Log UFC/mL™" de bactéria probidtica, para
posterior inoculagdo na solugdo de impregnagcdo e de revestimento
comestivel. A contagem de células viaveis foi realizada em placas com meio
TGY com 1,5% de agar, apos incubagao a 37°C por 48 h. A cultura esporulada
foi mantida a -18°C até incorporagao nas dispersoes.

Na Figura 4.1 apresentam-se as caracteristicas macroscopicas de

Bacillus coagulans.
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Figura 4.1 Caracteristica macroscopica de Bacillus coagulans.

4.3. Preparo das dispersées probiodticas

Foram preparados 500 mL de cada dispersao. A dispers&o de alginato
de sddio (TICA-algin 400 F, lot 41369, Tic Gums, White Marsh, MD, USA) foi
obtida pela mistura de 1% (m/v) de alginato de sédio em agua destilada estéril
a temperatura ambiente, com 30% (v/m) de sorbitol (em relagdo ao alginato)
por 15 minutos e 15.000 rpm utilizando um Ultra-Turrax (IKA T18) sanitizado
com alcool 70%. Apods dissolugao, foram adicionados 1 mL de suspenséo de
células probidticas para cada 100 mL da dispersao de alginato com sorbitol e
homogeneizados por 20 minutos a 650 rpm em agitador mecéanico (IKA
Eurostar 60 Control). Para o preparo da dispersédo de agua e probiético, foram
adicionados diretamente 1 mL de suspenséao de células probidticas para cada
100 mL de agua destilada estéril de modo a obter-se 8 Log UFC mL™" na
dispersdo e homogeneizados por 20 minutos a 650 rpm em agitador

mecanico.

30



4.4. Tratamentos dos morangos

Os morangos foram obtidos de um fornecedor do municipio de Sao
Carlos-SP. Foram lavados em solugao de detergente neutro, desinfetados por
imersdo em agua clorada (100 mg/kg) por 5 min, enxaguados e secos com
gaze estéril. Em seguida, foram retirados os talos e divididos em 6 grupos
(Tabela 4.2) de 1,200 kg cada, em seguida, os morangos foram cortados em

trés partes, para melhor eficiéncia da secagem e penetragdo dos probidticos.

Figuré 4.2. Processamento dos morangos.
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O experimento foi conduzido conforme listado na tabela 3.2.

Tabela 4.2. Descrigdo dos tratamentos dos morangos.

Tratamentos Descrigao
L Liofilizados
Revestidos com alginato com probidticos e
RP-L g
liofilizados
IP-L Impregnados com probidticos e liofilizados
E Secos em estufa
Revestidos com alginato com probidticos e secos
RP-E
em estufa
IP-E Impregnados com probioticos e secos em estufa

4.5. Obtencao dos morangos probioticos desidratados

Os morangos dos tratamentos IP-L e IP-E foram imersos por 30 min
(sob agitagao 60 rpm) em uma suspensao aquosa contendo um pellet do
probiético com concentragao previamente estimada (por testes preliminares)
de 108 UFC/g para que os morangos tivessem uma contagem inicial de
probidticos na faixa de 10°a 107 UFC/g.

Os morangos dos tratamentos RP-L e RP-E foram imersos por 1 min
em uma dispersao a 1% de alginato de sédio contendo 30% de sorbitol (com
base no alginato) e um pellet do probidtico (também em quantidade
previamente definida para que a dispersao apresentasse uma contagem de
células viaveis de 108 UFC/mL e os morangos uma contagem inicial de
probidticos na faixa de 10 a 107 UFC/g). Em seguida, foram imersos por 1
min em uma solugéo de CaCl2 a 1% para formagéo do gel e enxaguados em
agua estéril utilizado uma pisseta por 10 segundos para remogao do excesso

de CaCla.
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Os morangos dos tratamentos L, RP-L e IP-L foram entao desidratados
pelo método de liofilizagao, enquanto os dos tratamentos E, RP-E e IP-E foram
desidratados pelo método em estufa.

A figura 4.3 mostra os dois processos de desidratacio utilizados neste
experimento. O processo de liofilizacdo foi realizado no laboratério de
amostras bioldgicas da Embrapa Instrumentagdo de Sao Carlos, onde foi
utilizado primeiramente um ultra-freezer marca Liobras, a temperatura de -
25°C por 24 horas, seguido do liofilizador marca Liotop, modelo L101, a -41°C

por 190 horas.

Figura 4.3. Processos de desidratacdo dos morangos

O processo de secagem em estufa foi realizado em uma estufa de
secagem com circulagao da marca Solab SL102 e renovagao de ar a 50°C por
48 horas. Os equipamentos foram lavados e sanitizados com alcool 70%

antes da utilizagao.
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Apos a secagem, os morangos foram acondicionados em sacos de
polietileno de baixa densidade (LDPE) com fechamento do tipo “zip lock” e

estocados a 25°C e UR 50%, para posteriores analises (figura 4.4).

e

Figura 4.4. Morangos ap6és a desidratacdo armazenados em camara climatica sob
condigdes controladas.

4.6. Viabilidade das células probidéticas nos morangos desidratados

A viabilidade das células probidticas nos morangos desidratados foi
avaliada antes e depois da desidratacdo, e ainda mensalmente durante 6
meses de armazenamento, como demonstrado na figura 4.5. Amostras de 2,5
g de morango de cada tratamento foram homogeneizadas em 247,5 mL de
solugéo salina peptonada (0,85 % NaCl e 0,1 % peptona) em stomacher por
2 minutos a 230 rpm. E foram realizadas diluigbes seriadas até 108 e 100 ul de

cada diluicao foram plaqueadas pelo método spread plate em agar (Tripticase
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Glucose Levedura - TGY), e em seguida, as placas foram incubadas em 37
°C durante 48 h. Apds o periodo de incubacéo foi realizada a contagem das
unidades formadoras de colonias (UFC) para determinar a populagdo de

células probidticas viaveis por grama de morango.

1mL 1mL 1_mL 1_mL 1mL

2,5 g de morangos ‘ 2475 mL de solugéo salina ‘ ‘ Diluig&o 102 ‘
desidratados

0] [i07] [0 ] ]

I 44

)

daas o - s Semeou-se 100 pl em
Incubou-se a 37° C/ 48 h <:|
‘ <:| | fetbolasa | placas contendo meio TGY
\

pelo método spread-plate

Figura 4.5. Fluxograma ilustrativo do teste de viabilidade probidtica.

4.7. Analises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas antes e apds o processo
de desidratacdo e apds estocagem de 6 meses. As fatias dos morangos in
natura foram trituradas em mixer (Philips Walita Daily Pro Mix R11604 250W)
por 6 minutos com velocidade 2 e as amostras dos tratamentos desidratados
foram trituradas em moinho analitico (lka, modelo A11 Basic lka) por 3

minutos, exceto para as analises de cor, firmeza e contagem de viaveis.

35



4.7.1. Umidade

O teor de umidade foi medido em quintuplicata por balanca

determinadora de umidade por infravermelho Marte®.

4.7.2. Acidez total titulavel (ATT)

A ATT foi determinada a partir da diluicdo de 1 g de morango triturado
em 100 mL de agua destilada, seguido de titulagdo com NaOH 0,1 mol L' até
que a amostra alcangasse pH 8.1. Os resultados foram expressos em mg

acido citrico 100 g ' (86).

4.7.3. Sdlidos soluveis totais (SST)

O teor de sdlidos soluveis totais foi determinado por leitura direta em

refratbmetro digital Atago RX-5000cx, utilizando amostras de 1 g de cada

tratamento diluidas em 10 mL de agua destilada. Os resultados foram

expressos em °Brix (86).
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4.7.4. Cor

As alteragdes de cor foram determinadas utilizando-se colorimetro
Minolta CR-400 com iluminante D65. Foram obtidos os valores de L*, a* e b*,
dado pelo equipamento ao realizar a leitura, onde L representa a
luminosidade, a* define a transigado da cor verde (-a*) para a cor vermelha
(+a*) e b* representa a transicao da cor azul (-b*) para a cor amarela (+b*).
Foram realizadas trés leituras na epiderme e trés leituras no interior das fatias
de morangos. As leituras foram realizadas em local com alta luminosidade,
em quintuplicata. Os resultados foram expressos na proporgdo dos
parametros “L” (luminosidade), “a” e “b” (cromaticidade), angulo hue (h°) e

diferenga de cor em AE*. Conforme a equacgao 1 a seguir:

h° = tan™? (Z) (Equacao1)

C*+/(@")2 + (b*)2

AE * ab = /(AL*)2 + (4a*)2+(4b*)

4.7.5. Firmeza

A firmeza dos morangos foi avaliada utilizando-se o texturémetro digital
de bancada TA.XT.Plus Texture Analyser® e os resultados foram expressos
em Newton (N). A forca de compressao foi aplicada usando um probe de 4

mm de diametro, distancia de penetracdo de 5 mm e area de contato de 10
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mm?, demonstrados na Figura 4.6. As leituras foram realizadas em

quintuplicata.

Figura 4.6. Determinagao da firmeza em morangos.

4.7.6. Antocianinas

Foi quantificado o teor das antocianinas pelo método do pH unico (87).
As absorbancias foram avaliadas em espectrofotometro UV/ VIS efetuando-
se leituras em comprimento de onda de 535 nm. Foi utilizado o Coeficiente de
Extincdo médio (E1% 1cm) de diversas antocianinas, adotando-se para o
método de pH Unico (pH 2,0) valor de 982. Sendo o calculo do teor de
Antocianinas Totais (AntT) expresso em mg por 100 gramas da fracdo

avaliada, efetuado de acordo com a Equagéo 2.
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DOXVE1xXVE2x100
Valgxmx982 DOXVE1XVE2x100 ~
AntT = —— = - (Equacéo 2)
Eicm ValgxmXE{;p,

10

Onde,

DO: Densidade o6tica do extrato diluido;

VE1: Volume total do extrato concentrado;

VEZ2: Volume total do extrato diluido;

Valq: Volume da aliquota utilizado na diluigao do extrato concentrado;

m: Massa da amostra;

100: Fator de Corregao para que resultado seja expresso em 100 gramas de
Amostra;

E'%1cm: Coeficiente de Extingao;

10: Constante para corregao do Coeficiente de Extingdo de modo a expressar

o resultado em mg de Antocianina / 100 gramas de Amostra.

4.7.7. Acido ascérbico

Foram pesadas 0,1 g de cada amostra em balanga analitica e
completados o volume em um baldo volumétrico de 10 mL com acido
metafosférico 3% (m.v"), filtradas em unidade filtrante descartavel de teflon
hidrofilico (porosidade 0,45 um) e cobertos com papel aluminio. As solugdes
foram injetadas no sistema cromatografico imediatamente apds o preparo. A

vazao da fase mével foi de 1,0 mL/minuto, o volume de inje¢cao de 30 pL.
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A fase movel consistiu de tampao fosfato pH 2,5 e a coluna utilizada foi
uma Agilant C18 (2,5x 25mm,5 um). O cromatoégrafo liquido utilizado foi da
marca Varian ProStar com detector Ultravioleta-Visivel ajustado para leitura a
254 nm (88).

A equacao da reta para curva analitica obtida com analise do padrao

de acido L-ascorbico em solugédo aquosa foiy = 1,278x-1,6369 com r>=0,9996.

4.8. Teste da viabilidade probiotica no sistema do trato gastrointestinal

(TGI) in vitro

Os morangos foram submetidos a uma avaliagdo de sua capacidade
de proteg¢ao (no ambiente do estdbmago) e posterior liberagcdo do probidtico
(intestino delgado) no Simulador do Ecossistema Microbiano Intestinal
Humano (SHIME®), localizado na Faculdade de Ciéncias Farmacéutica
(Departamento de Ciéncias dos Alimentos e Nutricdo, Unesp, Araraquara,
Brasil). O modelo (Figura 4.7), consiste em cinco reatores simulando as
diferentes partes do trato gastrointestinal (TGI), como estébmago, intestino
delgado e colon (ascendente, transversal e descendente) (89). Embora o
sistema completo seja composto de 5 reatores conectados, apenas os
reatores (reator 1- estbmago) e (reator 2- intestino delgado) foram utilizados

nesse experimento.
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Figura 4.7. Simulador do Ecossistema Microbiano Intestinal Humano.

O meio de alimentagao utilizado no SHIME® foi preparado em agua
destilada, composta por 3 g/L amido (Maisena, Unilever Brasil, SP, BR), 2 g/L
de pectina (Sigma-Aldrich, MO, EUA), 4 g/L de mucina gastrica suina tipo Il
(Sigma-Aldrich, MO, US), 1 g/L de xilana (Megazyme, Bray, IE), 1 g/L peptona
(Kasvi, PR, BR), 1 g/L de arabinogalactano (Sigma-Aldrich, MO, EUA), 0,4 g/L
de glicose (Synth, SP, BR), extrato de levedura de 3 g/L (Kasvi, PR, BR) e 0,5
g/L de L-cisteina (Sigma-Aldrich, MO, EUA) foi usada para simular condi¢des
do estdmago (90).

As amostras foram diluidas a 102 no meio de alimentacdo e
transferidas para o reator 1 (estbmago) permanecendo por 2 h a 37°C em pH
de 2,5-2,9. Em seguida todo o conteudo do reator 1 foi transferido para o
reator 2 (duodeno) e incubado por 4 h a 37°C. Para simular as condigbdes do
duodeno foi adicionado o suco pancreatico artificial, (4 mL/min por 15

minutos), composto por 12,5 g/L de bicarbonato de sddio (LS Chemicals), 6
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g/L de ox-bile (Sigma-Aldrich, MO, US) e pancreatina a 0,9 g / L (Sigma-

Aldrich, MO, US) foi adicionada no reator 2.

4.8.1. Viabilidade probidtica apés passagem pelo Trato Gastrointestinal

in vitro

Apos passagem gastrica e tempo de permanéncia no reator que
simula as condi¢des do duodeno, amostras de 1 mL foram coletadas e
ressuspendidas em 9 mL de solugao salina, em seguida foi realizada dilui¢des
seriadas e plaqueadas pelo método spread-plate em agar TGY (Tripticase
Glucose Levedura). As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas e

posteriormente realizou-se a contagem das colénias.

4.9. Analise estatistica

Os dados quantitativos foram analisados pelo Minitab 19, por meio
de andlise de variancia de dupla classificacdo (Two-way anova). Os
tratamentos foram comparados entre si com relacdo aos dois fatores: tipo de
processamento (secagem em estufa ou liofilizagdo), por meio do teste t
pareado; e forma de incorporagdo do probidtico (sem incorporagao,
revestimento ou impregnacgéo), por meio de teste de Tukey. As alteragdes

ocorridas em fungao do processamento foram sempre avaliadas com base na
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média dos valores dos morangos in natura (em base seca). As alteragdes em
funcao da estocagem, por sua vez, sempre foram avaliadas com base no valor
inicial do atributo (no tempo 0 de estocagem). A viabilidade probiética foi

analisada durante toda a estocagem, por analise de regressao.
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5. Resultados e Discussoes

5.1. Caracterizagdao do morango in natura

Como observado na tabela 5.1, foi realizada a caracterizagao fisico-
quimica dos morangos in natura para avaliar as perdas durante o
processamento. Os morangos in natura apresentaram umidade de 92%,
valores parecidos aos encontrados por Ornelas-Paz et al. (91). No mesmo
estudo foram avaliados pH, ATT e SST, onde os morangos in natura com
estagio de maturacdo RS5 (cor vermelho brilhante) apresentaram pH 3,58,
ATT 088% e SST 8,4%, valores préximos aos encontrados nesse estudo.
Porém, nesse mesmo estudo realizado por Ornelas-Paz et al. (91), quando
avaliados a firmeza de morangos in natura em diferentes estagios de
maturacdo (vermelho brilhante - RS5 e vermelho escuro - RS6), foram
encontrados valores em média de 6 a 3,8 N em morangos maduros. Esses
valores foram superiores aos encontrados nesse estudo, onde os morangos

in natura apresentaram uma firmeza 2,63 N.

Tabela 5.1. Caracterizagdo do morango in natura

Parametros Morango in
natura
Umidade (%) b.s 92,0
pH 3,57
Acidez Titulavel Total ( mg acido 088
citrico 100g) b.u ’
Solidos Soluveis Totais (Brix®) 5,80
Firmeza (N) 2,63
Acido ascérbico (mg 100 g") b.s 469,40
Acido ascérbico (mg 100 g™ b.u 37,56
Antocianina (mg 100 g") b.s 94,62
Antocianina (mg 100 g™*) b.u 7,57
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O valor de acido ascoérbico no morango in natura foi de 37,56 mg 100
g'. Esse valor é parecido aos encontrados por Neocleous (92), em cultivares
de morangos cultivados sem solo, onde os valores de acido ascoérbico
estavam entre 31 a 36 mg 100 g'. O teor de antocianinas encontrado no
morango in natura foi de 7,57 mg 100 g-'. Valor médio préximo ao encontrado
por Teixeira et al. (87), que utilizou o método de extragado pH unico (pH 2) e

obteve um teor de antocianina de 8,74 mg 100 g”' em morangos.

5.2. Avaliagcao da viabilidade probidtica durante o processamento e

estocagem

Para avaliar a viabilidade probiotica durante o processamento, foram
realizadas a contagem de células viaveis antes da desidratacdo e apods
desidratacao.

Como observado na figura 5.1, houve diferencga significativa (p<0,01)
entre os métodos de desidratagdo, os morangos desidratados por liofilizagdo
apresentaram uma concentragao maior (p<0,01) de células viaveis do que os
morangos secos por estufa. Constatando que o método de secagem em
estufa reduziu estatisticamente (p<0,05) a concentragao de células viaveis,
obtendo-se uma perda de 1,27 Log UFC.g'e 1,02 Log UFC.g'em RP-E e IP-
E, respectivamente.

Estes resultados mostram que os morangos desidratados pelo método

de secagem em estufa ainda retém células viaveis de Bacillus coagulans,
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embora tratamentos térmicos induzam mais danos na viabilidade celular do
que o processo de liofilizacao.

Esses danos causados pelos tratamentos térmicos na viabilidade
celular podem ser atribuidos ao estresse celular causado pelo aumento da
temperatura e pela rapida perda intracelular de agua, levando a ruptura da
parede celular, resultando no vazamento de material citoplasmatico, e como
consequéncia na morte celular (93). Além disso, o aumento da concentragéo
de soluto leva ao choque osmotico, aumento das forgas de capilaridade e

estresse oxidativo causado pela entrada de oxigénio na célula (94).

B ~ntes da secagem
g- [ ] Apds secagem
[ 130 dias estocagem
- 160 dias estocagem
[ 90 dias estocagem
[ 120 dias estocagem
T Bl 150 dias estocagem
[ 180 dias estocagem |
85 "
2 o
|5 5
o @
o o
s8]
oW
23 31
=8
S 7
1 =
|:| -
RP-L IP-L RP-E IF-E
Tratamentos
ANOVA - PERDAS DURANTE O PROCESSAMENTO REGRESSAO - VARIACOES COM ESTOCAGEM
P Perdas médias
Pk i (log UFC/E) Ll .
: Estufa 1,14 Regressao 93,26 <001
Hipo de-proces Liofilizagao 0,198 <000 Tempo estocagem (dias) 051 047
¥ e Revestimento 0787 Tipo de processo 204,36 =001
Incarpor robidtic 01 :
neorporacde. te probidtica Impregnacio 0,556 0 Incorporacdo do probidtico §2,25 <001

Figura 5.1. Viabilidade do probiético durante processamento e estocagem. Os dados sédo
apresentados como média * desvio padrdo (n = 3). RP-L: Revestidos com alginato com
probidticos e liofilizados, IP-L: Impregnados com probidticos e liofilizados, RP-E: Revestidos
de Alginato com probioticos e secos em estufa, IP-E: Impregnados de Alginato com
probidticos e secos em estufa.
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Foi constatado que apds a desidratagao houve diferenca significativa
(p<0,05) entre as técnicas de incorporagao dos probioticos, onde observou-
se que em média os morangos impregnados com probidticos sofreram menor
perda de viabilidade, quando comparados com morangos revestidos com uma
matriz biopolimérica, o que se deve pela técnica de incorporagéao, ja que o0s
probidticos dos morangos revestidos provavelmente ficaram retidos na matriz
do revestimento (ou seja, mais superficialmente), sofrendo mais com o
processamento. No caso dos morangos impregnados com probiéticos, pode
ter ocorrido uma absor¢cao dos probidticos para o interior dos morangos
exercendo assim, um efeito de protecao pela prépria matriz dos morangos.

O tempo de estocagem nao afetou a viabilidade (p>0,05), mas houve
diferencga (p<0,05) entre os tipos de processos (liofilizagao e estufa) e entre
as técnicas de incorporagcao dos probidticos (revestimento e impregnacgao).
Em média os morangos liofilizados apresentaram uma concentragdo maior de
células viaveis apds a desidratacdo, mantendo sua viabilidade ao longo da
estocagem. Nesse estudo, foram encontrados inicialmente concentragdes de
células probidticas viaveis a cada porgao de 30 g de morangos liofilizados de
2,21x 10 8 UFC e 2,15 x 10° UFC para RP-L e IP-L, respectivamente. Para os
morangos desidratados por estufa, a concentragao de probioticos viaveis em
uma porgao de 30 g foi 7,10 x 10’ UFC e 1,00 x 10’ UFC em RP-E e IP-E,
respectivamente, estando dentro da taxa de esporos de Bacillus coagulans
seguros para aplicagdo em alimento. Segundo o estudo de Shinde et al. (95),
que testaram uma concentragdo de 2 x 10 ® UFC/ mL, essas concentragdes

nao apresentaram efeitos citotdxicos nas células intestinais, sendo confirmado
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pelo teste de nivel de Lactato Desidrogenase (LDH) em sobrenadantes da
cultura e o corante azul de tripano teste de exclusdo, o que certifica sua
seguranga para aplicagao em alimentos.

Resultados parecidos foram encontrados por Marcial-Coba et al. (96),
que estudaram a estabilidade de Bacillus coagulans durante o
armazenamento de pasta de tdmaras secas e observaram a estabilidade de
Bacillus coagulans durante o armazenamento de 45 dias. Em outro estudo
recente (97), filmes de celulose bacteriana e goma de cajueiro contendo
Bacillus coagulans apresentaram boa estabilidade das contagens probidticas

ao longo de 45 dias de estocagem, a 4°C ou a 20°C.

5.3. Comparacgao e caracteristicas fisicas e quimicas dos morangos

Para prever o efeito da estocagem durante 6 meses nos morangos e
retencdo da qualidade, esses morangos foram comparados em diferentes
parametros de qualidade antes e apos estocagem dos morangos
desidratados. Na figura 5.2 apresentam-se as caracteristicas dos morangos

liofilizados e dos morangos secos em estufa durante a estocagem de 6 meses.
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Figura 5.2. Aparéncia dos morangos desidratados durante a estocagem de 6 meses

5.4. Caracteristicas fisico-quimicas no processamento e estocagem dos

morangos desidratados

5.4.1. Acidez Total Titulavel (ATT) e Sélidos Soluveis Totais (SST)

A ATT dos morangos (figura 5.3 A) foi influenciada (p<0,05) por ambos

os fatores (processamento e técnica de incorporagdao de probidticos). Em
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média a secagem em estufa resultou em maior variacéo de ATT (p<0,05). Nos
morangos, o0 acido mais abundante é o citrico, podendo ser degradado
significativamente durante o processamento dos morangos em estufa.
Observou-se que 0os morangos impregnados com probidticos (IP-L e
IP-E) apresentaram maiores variagdes na ATT, podendo ser explicado pelas
técnicas utilizadas, onde esses morangos sdo imersos em uma solugéo e
como efeito ocorre alteracdo na ATT, sendo ocasionada através do processo
lixiviagdo, uma vez que o alimento em contato com a agua, seus componentes
em partes ficam retidos no alimento e outra parte arrastados pela solugao de

incorporagao.

Variagdo da acidez total titulavel
no processamento (%)
Alteragdo de ATT
durante estocagem (%)

-40 4

T T I T
L RP-L IP-L E RP-E IP-E L RP-L IP-L E RP-E

IP-E
Tratamentos Tratamentos
Varidveis Grupos Médias P Variaveis Grupos Meédias P
Estufa -16,2 Estufa -10,08
Processamento - <0,01 Processamento e : <0,01
Liofilizagdo -0,0804 Liofilizacdo -23,56
i - Sem 0,428 A i B sem -13,97
ncorporagdo : 7 ncorporagio = _
do probidtico Revesnmen:co 7,55 B <0,01 do probiotico Revesnmen:co 22,46 0,09
Impregnagdo -16,4C Impregnacgdo -14,03

Figura 5.3. Variagdo da acidez total titulavel: (A) durante processamento; (B) durante
estocagem. Letras mailsculas diferentes na tabela indicam diferenca significativa entre os
tratamentos (p<0,05) de acordo com o teste de comparacao de médias Tukey. Os dados sédo
apresentados como média + desvio padrao (n = 3). L: Liofilizados, RP-L: Revestidos com
alginato com probidticos e liofilizados, IP-L: Impregnados com probidticos e liofilizados, E:
Secos em estufa, RP-E: Revestidos de Alginato com probidticos e secos em estufa, IP-E:
Impregnados de Alginato com probidticos e secos em estufa.

Quando avaliadas as alteragdes de ATT durante a estocagem (Figura

5.3 B), observou-se uma maior alteragao na ATT nos morangos liofilizados, o
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que pode ser explicado pela facilidade de absor¢ao de umidade, devido a sua
porosidade e consequentemente diluigdo dos acidos.

Na figura 5.4 A, os teores de sdlidos soluveis totais (SST) apresentaram
um aumento no processo de desidratacdo (p<0,05), esse aumento no
processamento se deve a remocg¢ao de agua no decorrer do processo
provocando a concentragdo dos SST nos morangos.

Entre o método de desidratacdo, houve diferenca (p<0,05), sendo que
a liofilizagao resultou em um aumento maior de solidos soluveis totais quando
comparados com os morangos secos em estufa, os sélidos soluveis totais

diminuem com o aumento da temperatura.
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L RP-L IP-L E RP-E 1P-E -50 T T T T T T
L RP-L IP-L E RP-E IP-E
Tratamentos
Tratamentos
Variaveis Grupos Médias p Varidveis Grupos Médias p
Estufa 8,04 Estufa -36,49
Tipo de processo — = < 0,01 Tipo de processo — : <0,01
BREER Liofilizagao 8,85 RRERD Liofilizagao 21,63
i [z Sem 8,71 | & Sem -28,66
ncorporagdo ; ncorporagdo F 7
do probistice Revestlmrintn 8,50 0,12 do probiotico Reuesnm(into 28,23 0,73
Impregnagdo 8,13 Impregnacdo -30,31

Figura 5.4. Sdlidos soluveis totais: (A) durante processamento; (B) durante estocagem. Os
dados sao apresentados como média + desvio padrédo (n = 3). L: Liofilizados, RP-L:
Revestidos com alginato com probidticos e liofilizados, IP-L: Impregnados com probidticos e
liofilizados, E: Secos em estufa, RP-E: Revestidos de Alginato com probiéticos e secos em
estufa, IP-E: Impregnados de Alginato com probiéticos e secos em estufa.
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Quanto a estocagem, observados na figura 5.4 B, houve variagao de
SST (p<0,05), somente quando avaliados o tipo de processo, sendo essa

variagado maior nos morangos secos por estufa.

5.4.2. Cor

Nesse estudo, apds o processamento dos morangos, foi analisada a
diferencga de cor, tendo como referéncia o morango in natura, essa diferenca
pode ser observada na figura 5.5 A, essa diferenca é dada pelo valor de AE,
esse valor quanto mais préximo estiver de zero, mais sera parecido com a
referéncia.

Na epiderme dos morangos, houve uma maior diferenca de cor no
processo de secagem em estufa, quando comparados com o in natura,
apresentando um produto mais escuro devido a degradacéo de antocianinas.

Porém, entre as técnicas de incorporagcao nao houve diferenga (p>0,05).
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Variagdo total de cor (AE*)
da epiderme durante estocagem

L RP-L IP-L E RP-E IP-E L E
Tratamentos STETET
Variaveis Grupos Médias 4] Varidveis Grupos Médias p
Estufa 18,77 Estufa 8,10
Tij F < Ti F h 7
prRE R0 Liofilizagao 10,62 i B AR praeese Liofilizacdo 837 00
; 5 Sem 14,51 i = Sem 7,63
ncorporacac P ncorporacac 3
do probidtico HEVES NS 15,78 0,32 do probistico Revestimento 8,70 0,38
Impregnagdo 13,80 Impregnacio 8,37

Figura 5.5. Valores médios de DeltaE da epiderme (diferenga total de cor): (A) durante
processamento; (B) durante estocagem. Os dados sdo apresentados como média + desvio
padrdo (n = 3). L: Liofilizados, RP-L: Revestidos com alginato com probiéticos e liofilizados,
IP-L: Impregnados com probiodticos e liofilizados, E: Secos em estufa, RP-E: Revestidos de
Alginato com probidticos e secos em estufa, IP-E: Impregnados de Alginato com probiéticos
e secos em estufa.

Quando avaliados a variagdo de cor da epiderme na estocagem dos
morangos, apresentados na figura 5.5 B. Observou-se que ambos os fatores,
como tipo de processo (liofilizacdo e estufa) e técnica de incorporagéo do
probidtico (revestimento e impregnacéo) nao apresentaram diferenga entre si
(p>0,05).

Na figura 5.6 A, mostra que na regido interna, ambos os fatores (tipos
de processos e técnicas de incorporagao probidticas), foram significativos
(p<0,05), em média a secagem em estufa apresentou maior alteragdo da cor
interna de morangos, devido a oxidagdo da antocianina no processamento.

O revestimento e a impregnagao resultaram em maior alteragao da cor
interna (p<0,05), o que pode ser explicado pela migragao de antocianinas da
superficie para o interior do morango ou para solugao de impregnagao durante

a imersao desses morangos.
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Variagéo total de cor (AE") interna

L RP-L IP-L E RP-E IP-E

L RP-L IP-L E RF-E IP-E
T It
ttamentos Tratamentos
Variaveis Grupos Médias P Varidveis Grupos Médias p
Estufa 24,19 Estufa 6,547
Tipo de processo — E <0,01 Tipo de processo — - <0,01
P P Liofilizacdo 14,72 P P Liofilizagdo 21,04
I o Sem 13,588 i P Sem 12,72
ncorporagao n ncorporagdo ;
do probistico Revesnmeinto 20,21 A <0,01 do-probistico Re\.restlmcinto 13,29 0,06
Impregnacdo 24,65 A Impregnacao 15,37

Figura 5.6. Valores médios de DeltaE interno (diferenca total de cor): (A) durante
processamento; (B) durante estocagem. Letras maiusculas diferentes na tabela indicam
diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05) de acordo com o teste de comparagéo
de médias Tukey. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo (n = 3). L:
Liofilizados, RP-L: Revestidos com alginato com probidticos e liofilizados, IP-L: Impregnados
com probidticos e liofilizados, E: Secos em estufa, RP-E: Revestidos de Alginato com
probidticos e secos em estufa, IP-E: Impregnados de Alginato com probiéticos e secos em
estufa.

Durante a estocagem, houve diferenga (p<0,05) somente entre o tipo
de processo, sendo que houve uma variagdo maior de cor na parte interna
dos morangos liofilizados, apresentando maiores alteragdes nos valores de b*
durante a estocagem, um amarelamento nitido foi observado, isso se deve
pelo fato dos morangos liofilizados apresentarem maior porosidade e com isso
uma exposigdo maior do produto ao oxigénio e como consequéncia maior

degradagéao de antocianina por oxidagao.
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5.4.3. Firmeza

A figura 5.7 A, mostra que houve diferencga significativa (p<0,05) sobre
o método de desidratagao, sendo que a desidratagao por estufa aumentou a
firmeza nos morangos no processamento. Esse aumento € atribuido aos
fendmenos de case hardening, nos quais a superficie externa do material
seca muito mais rapido que o interior e, portanto, entra no estado vitreo (98).
Esse endurecimento pode ser resultado da formagao de crostas e/ou perdas
de propriedades viscoelasticas de produtos alimenticios secos a alta
temperatura (99).

Entre as técnicas de incorporagao nao houve diferenca significativa

(p>0,05) na firmeza dos morangos no processamento.
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Tratamentos Tratamentos
Varidveis Grupos Médias P Varidveis Grupos Médias p
Estufa 126,1 Estufa 3,638
Tipo de processo — H < 0,01 Tipo de processo — . <0,01
P P Liofilizagdo 0,8010 p P Liofilizacdo 2484
[ 2 Sem 63,37 i = Sem 139,0 A
ncorporagao 7 ncorporagdo 5
do probistico Revesnme;nto 62,07 0,78 a6 probidtice Revesnm?nto 138,14 <0,01
Impregnacdo 64,96 Impregnacdo 10098

Figura 5.7. Aumento da firmeza dos morangos: (A) durante o processamento; (B) durante a
estocagem. Letras mailsculas diferentes na tabela indicam diferenga significativa entre os
tratamentos (p<0,05) de acordo com o teste de comparagéo de médias Tukey. Os dados sdo
apresentados como média + desvio padrdo (n = 3). L: Liofilizados, RP-L: Revestidos com
alginato com probidticos e liofilizados, IP-L: Impregnados com probiéticos e liofilizados, E:
Secos em estufa, RP-E: Revestidos de Alginato com probidticos e secos em estufa, IP-E:
Impregnados de Alginato com probidticos e secos em estufa.
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Quando avaliada a firmeza de morangos durante a estocagem, na
figura 5.7 B, houve uma alteracdo maior na firmeza de morangos liofilizados,
0 que pode ser explicado pela sua porosidade, onde esses morangos
absorveram mais umidade durante a estocagem e com issO ocorreu um
colapso das células, enquanto que os morangos desidratados por estufa
obtiveram menores alteragdes durante estocagem. Quando avaliada a técnica
de incorporagdo do probidtico durante a estocagem, observa-se que em
média os morangos revestidos (RP-L e RP-E) e controles (L e E),
apresentaram maiores alteragdes quando comparados com os impregnados
(IP-L e IP-E). Isso pode ter ocorrido durante o processamento, onde os
morangos impregnados com probidticos (IP-L e IP-E) podem ter sofrido um
colapso durante o processamento (imersdo em agua), diminuindo sua
porosidade e consequente diminuindo a absor¢do de agua durante a
estocagem.

Askari et al. (100), em seu estudo com fatias de macas revestidas
desidratadas por ar quente assistido por micro-ondas, contatou-se que a
presenca de materiais de revestimento (amido ou pectina) com inclusao de
CaClz, revestido as amostras podem preservar seu volume induzido e
estender a estrutura porosa. O que pode ter ocorrido nesse estudo, é que os
morangos com maior porosidade obtiveram maior alteracao pela facilidade de
absor¢ao de umidade nesses morangos, sendo confirmado pelos valores de

umidade, ocasionando um colapso maior durante a estocagem.
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5.4.4. Antocianinas

A estabilidade da antocianina depende das condicbes de
processamento e armazenamento, incluindo pressao, temperatura, atividade
da agua, duracdo do processo, pH, luz, oxigénio, ions metalicos, enzimas e
teor de agucar (101).

Os valores médios do teor de antocianinas totais encontrados no
presente estudo foram de 94,62 mg 100 g -' no morango in natura, observou-
se na figura 5.8 A, que o tipo de processo (liofilizagao e estufa), apresentaram
efeito significativo (p<0,05), constatando uma retencédo de 67,83, 55,59 e
59,61% de antocianinas totais apds a liofilizacdo de L, RP-L e IP-L,
respectivamente. Os morangos desidratados em estufas sofreram perdas
maiores de antocianinas no processamento, retendo aproximadamente 21,83,
20,49 e 26,60% de antocianinas no processo de secagem em estufa de E,
RP-E e IP-E, respectivamente. Essa maior perda de antocianinas nos
morangos desidratados por estufa pode ser explicada pela utilizacdo de
temperaturas altas na desidratacdo desses morangos. A degradagédo de
antocianinas € maior quando submetidas a temperaturas superiores a

ambiente (25°C) (102).
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Perda de antocianinas
no processamento (%)
Perda de antocianinas
durante estocagem (%)
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i L Tipo de processo e <0,01
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1 a Sent a7, 108 Incorporagdo 2eiR 35,63
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Impregnagdo 56,91 AB Impregnagdo 60,74

Figura 5.8. Perdas de antocianinas: (A) durante o processamento (B) durante a estocagem.
Letras mailsculas diferentes na figura indicam diferenga significativa entre a técnica de
incorporagao do probiético (p<0,05) de acordo com o teste de comparagédo de médias Tukey.
Os dados sado apresentados como média + desvio padrdo (n = 3). L: Liofilizados, RP-L:
Revestidos com alginato com probiéticos e liofilizados, IP-L: Impregnados com probioticos e
liofilizados, E: Secos em estufa, RP-E: Revestidos de Alginato com probidticos e secos em
estufa, IP-E: Impregnados de Alginato com probidticos e secos em estufa.

Houve perdas de antocianinas maiores no processamento de
morangos revestidos RP-L e RP-E, quando comparados com o controle
(p<0,05). Isso pode ser atribuido a lixiviagao pela imersao desses morangos
em um meio (alginato + sorbitol + CaClz). Isso se deve ao fato de que as
antocianinas sao hidrossoluveis em agua, o que torna possivel sua perda por
lixiviagdo durante a imersédo, tendo como consequéncia o descolorimento do
produto.

Quando avaliados a perda de antocianinas durante a estocagem na
figura 5.8 B, observou-se que houve alteragdo maior nos morangos
liofilizados, o que pode ser atribuido a sua porosidade, aumentando o contato
com fatores que afetam sua estabilidade, como luz, umidade e oxigénio,

sendo facilmente degradada quando presentes.
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Dithal et al. (103) observaram que os morangos revestidos com alginato
reteve concentracbées maiores de antocianinas quando comparados com o
controle durante a estocagem. Esses dados foram diferentes dos encontrado
nesse estudo, onde a presencga de uma matriz biopolimérica na superficie de
morangos desidratados, nao reteve concentragcbes maiores (p>0,05) de

antocianinas.

5.4.5. Vitamina C

A concentragdo de vitamina C encontradas nesse experimento nos
morangos in natura foi de 469,40 mg 100 g -'. Resultados apresentados na
figura 5.9 A, constatou-se que houve diferenca significativa (p<0,05) no tipo
de processamento (liofilizagdo e estufa). Em média, a secagem em estufa
resultou em perdas maiores (p<0,05). As perdas vitamina C deve-se
principalmente a sua solubilidade em agua e vazamento em solucdes
osmoticas e a degradacgao térmica durante a secagem (104,105).

Verificou-se que a presencga do revestimento de alginato nao reteve
concentragbes significativamente maiores de vitamina C (p<0,01) no
processamento de RP-L e RP-E, que pode ter ocorrido devido a sua
permeabilidade ao oxigénio. Portando, esse revestimento néo foi capaz de

preservar a vitamina C da oxidagao durante o processamento.
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Figura 5.9. Perdas de Vitamina C: (A) durante o processamento (B) durante a estocagem.
Letras mailsculas diferentes na figura indicam diferenga significativa entre a técnica de
incorporagao do probiético (p<0,05) de acordo com o teste de comparagédo de médias Tukey.
Os dados s&o apresentados como média * desvio padréo (n = 3). L: Liofilizados, RP-L:
Revestidos com alginato com probiéticos e liofilizados, IP-L: Impregnados com probidticos e
liofilizados, E: Secos em estufa, RP-E: Revestidos de Alginato com probioticos e secos em
estufa, IP-E: Impregnados de Alginato com probidticos e secos em estufa.

Os morangos revestidos e impregnados com probioticas tiveram
maiores perdas de vitamina C, quando comparados com o controle, podendo
ser explicado pelo fato desses morangos terem sido imersos em uma solugéo,
exercendo um efeito de lixiviagao, devido a sua hidrossolubilidade.

Quando avaliados as perdas de vitamina C durante a estocagem,
observados na figura 5.9 B, verificou-se ambos os fatores (tipo de processo e
técnica de incorporagao do probiotico), apresentaram diferenca (p<0,05) nas
perdas de vitamina C. Os morangos liofilizados obtiveram menores perdas
(p<0,05) de vitamina C durante a estocagem, quando comparados com 0s
morangos secos em estufa. Isso ocorre, devido ao método de liofilizagao
manter o tecido intacto, fornecendo um efeito de protecdo contra

componentes oxidativos da célula. Essa diferenga no teor de vitamina C, pode
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ser atribuida a mudancga na estrutura celular ser mais drastica nos morangos
secos em estufa, onde algumas microestruturas quando nao destruidas
durante a desidratacdo, podem ser danificadas, e como consequéncia,
maiores perdas de vitamina C durante a estocagem dos morangos secos em
estufa. Outra resposta é que estabilidade da vitamina C é influenciada por
fatores como estrutura quimica, pH, temperatura, luz, presenca de oxigénio e
interagdes com os constituintes individuais de cada alimento, tais como as
antocianinas. Segundo Bobbio e Bobbio (106), essa interagdo causa a
degradacao de ambos os compostos. O que pode ser observado na (figura
5.8 B) que as perdas de antocianinas foram menores durante a estocagem
dos morangos secos em estufas, o que pode ter ocasionado uma degradagéao
maior de vitamina C nesses morangos durante a estocagem.

Observou-se que em média a presenca do revestimento diminuiu
(p>0,05) as perdas durante a estocagem nos morangos liofilizados.
Resultados esperados, onde varios trabalhos constataram retencdes
superiores de vitamina C em produtos revestidos, isso ocorre devido a um
efeito da diminuigdo do contato com o oxigénio, evitando sua oxidagao.

Em um estudo feito por Canizares e Mauro (107), onde avaliou-se a
estabilidade de mambes secos revestidos com pectina, constatou-se
melhores resultados para retengao de vitamina C em mamdes revestidos
durante a secagem e armazenamento de 30 dias. Nesse mesmo estudo,
observou-se perdas de vitamina C ocorridas durante o processamento,
ocasionados pelo manuseio durante a imersédo de mamades para aplicagao do

revestimento.
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5.4.6. Viabilidade probidtica apos passagem pelo trato gastrointestinal in

vitro

Houve diferencga significativa (p<0,05) entre o tipo de processamento
(liofilizagdo e secagem em estufa). Observa-se na figura 5.10 que a entrada
dos probiéticos no simulador do intestino humano influenciou na entrega do
probidtico no duodeno. Essa entrada do probiotico foi influenciada pelo
processo de desidratagao (p<0,05), onde os morangos secos em estufas (RP-
E e IP-E) entraram com concentragcbes de viaveis menores quando
comparados com os morangos liofilizados (RP-L e IP-L).

Apods finalizagdo do processo, observou-se que as técnicas de
incorporagao de probidticos nao diferiram entre si (p>0,05), apresentando
uma entrega de células probidticas viaveis de no minimo 6,39 Log UFC.mL""

no duodeno.
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B Morangos
I Fluido duodeno

Contagem de viaveis (log UFCiqg)

RP-L IP-L RP-E IP-E
Tratamento
Varidveis Grupos Médias p
Estufa 6,48
Processamento Lichiizacha 6.84 < 0,04
Incorporacdo Revestimento 6,53 0,10
do probiotico Impregnagao 6,80

Figura 5.10. Viabilidade probidtica apds a passagem pelo simulador do trato gastrointestinal.
Os dados sao apresentados como média + desvio padrao (n = 3). RP-L: Revestidos com
alginato com probidticos e liofilizados, IP-L: Impregnados com probidticos e liofilizados, RP-
E: Revestidos de Alginato com probiéticos e secos em estufa, IP-E: Impregnados de Alginato
com probiodticos e secos em estufa.

Em um estudo realizado por Marcial- Coba (96), constatou-se que os
esporos de Bacillus coagulans BC4 incorporados em pastas de tadmaras
secas, apresentaram resisténcia apds a passagem gastrica in Vvitro,
apresentando-se uma entrega de células viaveis de no minimo 7,76 Log UFC.

mL"' no duodeno.
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6. Conclusoes

As técnicas utilizadas neste trabalho para incorporar probioticos
permitiram introduzir probidticos por diferentes técnicas em morangos e
posterior secagem em estufa ou por liofilizagao.

Os morangos desidratados por liofilizagdo utilizando a técnica de
impregnagao (IP-L), carregaram uma concentragdo maior de células
probidticas viaveis de 10 7 UFC g ', valores médios encontrados em matrizes
lacteas probidticas comerciais;

Os morangos desidratados por liofilizagdo apresentaram menor
alteragao nas caracteristicas fisico-quimicas durante o processamento.

As técnicas de incorporagédo probidticas utilizadas entregaram o
probidtico em concentragdes significativamente iguais (p>0,05) no duodeno.
Portando, a presenca do revestimento nao alterou significativamente (p>0,05)
na entrega do probidtico no duodeno;

Assim conclui-se que os esporos de Bacillus coagulans podem ser
incorporados a frutas previamente ao tratamento de desidratagdo, sendo

capazes de se manter viaveis para posterior entrega no duodeno.
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