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RESUMO

Os alimentos funcionais tém ganhado popularidade no mercado consumidor,
destacam-se aqueles que possuem entre seus ingredientes 0s microrganismos
probiéticos, sendo os leites fermentados o0s principais carreadores. Quando
ingeridos vivos e em quantidades suficientes (>6-7 log UFC/g ou mL) os probidticos
séo capazes de conferir diversos beneficios a saude do hospedeiro. Para se adquirir
tais beneficios a ingestdo desses deve ser diaria ou ao menos com alta frequéncia, o
que é um desafio para o setor de alimentos que constantemente estuda novas
matrizes alimentares como veiculo de probioticos. Os derivados de frutas destacam
entre as novas matrizes alimentares de probidticos mais pesquisados devido,
principalmente, a grande aceitacdo dos consumidores. Neste cenario surgem as
polpas de frutas, que tém qualidades atrativas para introducao dos probidticos, pois
tem um custo acessivel e sdo consumidas frequentemente por grande parte da
populacdo brasileira. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o
desempenho de polpas de frutas congeladas como matriz alimentar para os
microrganismos probidticos. Primeiramente, foram acrescentadas, separadamente,
culturas probidticas as polpas de frutas de sabores escolhidos aleatoriamente, como
cacau, acerola, goiaba e manga. No estudo as culturas utlizadas foram
Lactobacillus acidophilus Howaru, L. plantarum 299v, L. casei Shirota e L. casei
Defensis. A enumeracdo das celllas viaveis foi realizada pela técnica de diluicdo
seriada e contagem direta em placa utilizando Agar de Man-Rogosa-Sharpe (MRS),
e ocorreu logo apds o acréscimo da cultura, e apoés um, sete, 14, 28, 56, 84, 168 e
308 dias de congelamento a -20°C. Foram avaliados também o pH das polpas
durante o armazenamento. As polpas que demonstraram melhor desempenho no
teste de viabiliadae foram testadas quanto a resisténcia as barreiras biologicas in
vitro e avaliadas sensorialmente. Neste estudo apenas as polpas de manga
mantiveram altas contagens de células probiéticas viaveis durante todo o periodo de
armazenamento. A viabiliadade das células nas demais polpas de goiaba, acerola e
cacau foram aceitaveis nos periodos de 56, sete e um dia de armazenamento,
respectivamente. Nao houve diferenca no pH das polpas com probiéticos durante o
armazenamento, ja a resisténcia gastrica intestinal in vitro foi menor ao longo deste
periodo. Além disso foi possivel detectar que o acréscimo do L. plantarum néo
promoveu interferéncia no sabor da polpa de manga.Sendo assim o acréscimo de
culturas probidticas em algumas polpas de fruta pode gerar inovacao para o
mercado de probidticos e agregar valor ao produto.

Palavras-chave: Alimento funcional. Lactobacillus casei. L. acidophilus. L.
plantarum 299v.



ABSTRACT

Functional food have gained popularity in the consumer market, especially those that
have probiotic microrganisms among their ingredients, being fermented milk the main
carrier. When ingested alive and in sufficient quantities (> 6-7 log CFU/g or mL)
probiotics are able to provide several health benefits to the host. To acquire such
benefits the intake of them should be daily or at least with high frequency, which is a
challenge for the food industry that constantly studies new food matrices as a vehicle
for probiotics. The fruit derivatives stand out among the new food matrices of
probiotics most studied, mainly due it's great acceptance of the consumers. In this
scenario fruit pulps appear, which have attractive qualities for the introduction of
probiotics, since they are affordable and are frequently consumed by a large part of
the Brazilian population. Therefore, the goal of the current study was to evaluate the
performance of frozen fruit pulps as a food matrix for probiotic microorganisms. First,
probiotic cultures were separately added to fruit pulps of randomly chosen flavors,
such as cocoa, acerola, guava and mango. In this study the cultures used were
Lactobacillus acidophilus Howaru, L. plantarum 299v, L. casei Shirota and L. casei
Defensis. The enumeration of the viable cells was performed by the serial dilution
techniqgue and direct plate counting using Man-Rogosa-Sharpe Agar (MRS), and
occurred after the addition of the culture, and after one, seven, 14, 28, 56, 84, 168
and 308 days of freezing at -20°C. The pH of the pulps were also evaluated during
storage. The pulps that demonstrated the best performance in the viability test were
tested for resistance to biological barriers in vitro and evaluated sensorially. In this
study only mango pulps maintained high counts of viable probiotic cells throughout
the storage period. The viability of the cells in the other pulps of guava, acerola and
cacao were acceptable in the periods of 56, seven and one day of storage,
respectively. There was no difference in pH of the pulps with probiotics during
storage, however, in vitro intestinal gas resistance was lower throughout this period.
Besides that, it was possible to detect that the addition of L. plantarum did not
promote interference in the taste of mango pulp. Therefore, the addition of probiotic
cultures in some fruit pulps can generate innovation for the probiotic market and add
value to the product.

Key-Words: Functional food. Lactobacillus casei. L. acidophilus. L. plantarum 299v.
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INTRODUCAO

O mercado dos alimentos funcionais vem crescendo consideravelmente nos
altimos tempos, isso se deve principalmente a preocupacdo dos consumidores em
ter uma dieta baseada em alimentos saudaveis. Dentro do mercado dos funcionais
destacam-se o0s alimentos probidticos, normalmente veiculados em produtos
derivados do leite, principalmente leites fermentados e, em menor frequéncia,
queijos com alto teor de agua (SAAD, 2006; SIRO et al., 2008; SYBESMA; KORT;
LEE, 2015).

Os probidticos quando ingeridos em quantidades suficientes, de 10° — 10’
Unidade Formadoras de Colbnias (UFC) por mililitro ou grama de produto, sao
capazes de gerar beneficios a quem os consome, melhorando principalmente as
defesas do organismo contra infec¢fes. Visando atingir os consumidores que nao
consomem derivados do leite, a industria de alimentos busca novas matrizes
alimentares que mantenham os niveis de contagem de células viaveis para que o
produto seja considerado um alimento probiético e alcance este grupo de
consumidores (SHAH, 2007; KANDYLIS et al., 2016).

Pesquisas tém demonstrado que os derivados das frutas, principalmente, os
sucos tém alcancado bons resultados tanto como veiculadores das células
probiéticas quanto na aceitacdo dos consumidores, que veem as frutas como um
alimento saudavel e consumem este alimento frequentemente (SANTOS et al.,
2008;CESPEDES et al., 2013;; VASCONCELOS et al., 2014).

Uma das formas de comercializacdo das frutas para bebidas é a polpa de
fruta, que tem se tornando comum dentro do mercado de alimentos pela facilidade
de processamento e pela possibilidade de manter viavel as caracteristicas das frutas
com armazenamento prolongado sob temperaturas de congelamento (BUENO et al.,
2002; MACHADO et al., 2007 e ABREU et al., 2011).

O mercado de alimentos probidticos em paises em desenvolvimento ainda é
precério, por isso investigar a incorporagdo em alimentos locais pode aumentar o
acesso desses alimentos nessas comunidades (SYBESMA; KORT; LEE, 2015).
Diante dessa realidade surgem as polpas de frutas e a necessidade de investigar
este alimento como veiculo probidtico, podendo agregar valor ao produto,
possibilitando o acesso de alimentos probiéticos no mercado interno brasileiro e

também podendo aumentar o fluxo de exportacéo deste produto.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho das polpas de frutas como matriz alimentar para

microrganismos probioticos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar a viabilidade de diferentes culturas de probidticos em diferentes tipos

polpas de frutas durante o armazenamento.

e Verificar alteracdes no pH das polpas com probiético ao longo do periodo de
armazenamento.

e Avaliar sensorialmente as polpas de fruta de manga com microrganismos
probidticos, L. acidophilus e L. plantarum.

e Verificar a resisténcia de culturas incluidas nas polpas de manga com

microrganismos probidticos, L. acidophilus e L. plantarum em teste

gastrointestinal in vitro.
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CAPITULO |

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. ALIMENTOS FUNCIONAIS E O MERCADO CONSUMIDOR

Nas ultimas décadas os alimentos ndo tém sido consumidos apenas para
satisfazer a necessidade nutricional, mas por uma preocupacao real do consumidor
em se alimentar com nutrientes que fornecam elementos necessarios para
prevencdo de doencas e que promovam o0 bem-estar fisico e mental. Essa
consciéncia da relacdo entre a nutricdo e a saude, onde o consumidor busca cada
vez mais uma evolucdo na qualidade e expectativa de vida, tem elevado a procura
por alimentos funcionais (SIRO et al., 2008).

Apesar de ndo haver um consenso sobre sua definicdo, alguns autores
aceitam que, os alimentos funcionais sdo aqueles que além dos nutrientes basicos
possuem ingredientes que promovem importantes mudancas fisiolégicas no corpo
por mecanismos que vao além da nutricdo convencional (SAAD, 2006; GRANATO et
al., 2010).

Os cientistas japoneses foram os primeiros a estudarem a relacdo entre
nutricdo, satisfacdo sensorial, fortalecimento e seu potencial para impedir infec¢éo
dos sistemas fisiologicos. Dessa forma, o termo ‘alimento funcional’ foi utilizado pela
primeira vez na década 1980 no Japdo devido a essa producdo de alimentos
fortificados com constituintes especiais que possuiam tais efeitos fisiol6gicos
benéficos. Entre os anos de 1988 e 1998 o mercado japonés possuia mais de 1.700
produtos com alegacao funcional (SAAD et al., 2013).

O desenvolvimento e comeércio dos alimentos funcionais é considerado
complexo, caro e arriscado, pois estes precisam possuir condicdes técnicas de
fabricacdo, cumprimento a legislacdo vigente e, principalmente, devem agradar ao
consumidor. Estudos relacionados a estes produtos tém crescido, no ano de 2008 o
mercado de alimentos funcionais ja era equivalente a 5% do mercado de alimentos e
bebidas (SIRO et al., 2008; SYBESMA; KORT; LEE, 2015).

O mercado consumidor mundial tem despendido anualmente bilhdes de
dolares tendo em vista a obtencdo de uma alimentacdo saudavel, estima-se que so
no ano de 2013 o mercado funcional tenha arrecadado US $ 176,7 bilhdes no

mundo todo, com potencial crescimento de 10% ao ano. O maior mercado de
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alimentos funcionais € o dos Estados Unidos, seguido pela Europa e Japdo. Na
América Latina o mercado de alimentos funcionais é considerado ainda emergente,
fato que esta atrelado aos baixos niveis de conhecimento da populacido sobre
nutricdo e a renda limitada que os impede de adquirir tais produtos. Neste cenario o
Brasil e o México se destacam com maior potencial de ascensao no consumo de
alimentos funcionais, devido as suas crescentes economias (GRANATO et al., 2010;
TRIPATHI; GIRI, 2014).

Segundo Saher e colaboradores (2004) a imagem dos alimentos funcionais é
positiva e esta principalmente ligada aos beneficios a saude, com isso 0 seu
consumo esté atrelado a prevencdo dos problemas de saude, o que torna possivel
agregar importancia ao produto, uma vez que o alimento com alegacdo funcional
tem maior valor de mercado do que os produtos convencionais, sendo bastante
atrativo para industria de alimentos.

Existem vérias formas de suplementar um alimento afim de que este se torne
um alimento funcional, a fortificacdo pode se dar pela adicdo de vitaminas, minerais
e/ou micronutrientes. Os probidticos estdo entre os principais aditivos que compdem
os alimentos funcionais, constituindo entre 60-70% do mercado de alimentos
funcionais, tendo bastante aceitacdo pelos consumidores devido aos efeitos
benéficos associados ao consumo de alimentos contendo tais microrganismos
(CHAMPAGNE; RAYMOND; GAGNON, 2008; TRIPATHI; GIRI, 2014). Em 2004,
56% do total de alimentos funcionais eram enriquecidos com probiéticos. No Brasil,
65% dos alimentos funcionais vendidos no ano de 2007 eram produtos probidticos, o
que gerou uma arrecadacio em torno de US $ 325 mil (SAAD, 2006; SIRO et al.,
2008; GRANATO et al., 2010).

1.2. MICRORGANISMOS PROBIOTICOS

A palavra probidtico, tem origem na lingua grega e significa “para vida”, foi
utilizada pela primeira vez no século 20, ja 0 seu conceito sO passou a ser discutido
na década de 60 (KUMAR; VIJAYENDRA; REDDY, 2015). Atualmente a FAO/WHO
(2002) define que os probidticos sdo microrganismos vivos, que quando
administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a saude do
hospedeiro.

Os géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, sdo os mais frequentemente

empregados como suplementos probidticos para alimentos, isto porque ha um maior
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namero de estudos disponiveis sobre seus mecanismos in vitro, em ensaios clinicos
e em teste in vivo. Essas bactérias tém sido isoladas do trato gastrointestinal de
humanos saudaveis (SAAD, 2006). Em menor escala outras espécies de
microrganismos pertencentes aos géneros Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus,
Saccharomyces, Propionibacterium e Enterococcus também s&o utilizadas como
probiéticos (SHAH, 2007; FOLIGNE; DANIEL; POT, 2013).

Entre as linhagens de bactérias probiodticas ja presentes no mercado dos
alimentos probidticos estdo: L.acidophilus, L. casei, L. crispatus, L. amylovarus, L.
gallinarum, L. gasseri, L. johnsonii, L. helveticus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L.
salivarius subsp. salivarius, L. paracasei subsp. paracasei, L. paracasei subsp.
tolerans, L. rhamnosus, L. fermentum, L. reuteri, L. plantarum, B. bifidum, B. infantis,
B. breve, B. adolescentis, B. longum, B. animalis, B. lactis, (GRANATO et al., 2010;
KANDYLIS et al.,, 2016). Essas e outras espécies de bactérias com alegacéo
probiodtica foram demonstradas na Tabela 1 (SAAD et al., 2013).

O género Lactobacillus pertence ao grupo das bactérias acido lacticas (BAL) e
possui 56 espécies, caracterizadas por serem Gram positivas, com morfologia de
bastonetes (Figura 1), ndo esporogénicas, anaerbbias facultativas, catalase e
oxidase negativas, podem ser homofermentativas, produzindo 85% de &cido lactico,
ou heterofermentativas, produzindo &cido lactico, CO,, etanol e/ou &cido acético.
Tem como habitat natural a cavidade oral, o trato digestério de humanos e genitalia
feminina. Bastante utilizado como fermentador latico esses microrganismos tém sido
empregados em varios produtos alimentares com alegacdo probidtica, sendo
comumente reconhecidos como seguros. Sao considerados mais resistentes do que
os do género Bifidobacterium, sendo encontrados em maior escala nos alimentos
probioticos fermentados por serem mais resistentes ao pH baixo e possuirem maior
adaptacdo aos alimentos, sendo tecnologicamente mais adequados (SILVA et al,
2010; ARGYRI et al., 2013; TRIPATHI; GIRI, 2014).



Tabela 1. Principais microrganismos com utilizacdo como probidtico em alimentos.
Adaptado: SAAD et al., 2013.
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Lactobacillus

Bifibactrium

Outras Bactérias Acido laticas

Outras

. acidophilus

. amylovarus

. casei

. crispatus

. curvatus

. delbrueckii
. farciminis

. fermentum
. gallinarum
. gasseri

. helveticus
. johnsonii

. paracasei
. plantarum
. reuteri

. rhamnosus

. salivarius

. adolescentis

. animalis

. bifidum

. breve

. infantis
. lactis
. longum

. thermophilum

Enterococcus faecium

Lactococcus lactis

Leuconstoc mesenteroides

Pediococcus acidilactici

Streptococcus thermophilis
Streptococcus diacetylactis

Streptococcus intermedius

Escherichia coli
cepa Nissle

Saccharomyces

cerevisae

Saccharomyces

bourlardii
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FIGURA 1. Microscopia de laminas de Lactobacillus (A) L. acidophilus Howaru; (B)

L. plantarum 299v; (C) L. casei Shirota. Fonte: Proprio autor.

1.2.1. Lactobacillus acidophilus

Cepas especificas da espécie L. acidophilus tém propriedades probiéticas.
Esta espécie de BAL pode ser isolada do trato gastrointestinal e aparelho genital
feminino de humanos e animais. Produzida comercialmente desde a década de 70,
tem sido incorporada ao longo deste tempo em alimentos, principalmente de origem
lactea, sendo recentemente empregada em leite de soja, carne e legumes
fermentados e sucos de frutas. E um microrganismo homofermentativo em
condi¢cdes anaerObias e heterofermantativo quando em condicdo facultativa. Os
compostos antimicrobianos produzidos por esse microrganismo incluem &cidos
organicos, peroxidos de hidrogénio, diacetil, aménia e bacteriocinas (ALTERMANN
et al., 2005; GOPAL, 2011).

1.2.2. Lactobacillus plantarum

L. plantarum é uma BAL, certas linhagens dessa espécie possuem
propriedades probioticas, s&o originarias da mucosa intestinal humana, comumente
encontrada em frutas e vegetais e também utilizada em diversos alimentos
fermentados, pode ser isolada da boca ou reto da maioria dos individuos saudaveis
desde que seja ingerida na alimentag&o. Possui grande potencial de crescimento em
diferentes nichos ambientais, sendo também capaz de sobreviver aos mecanismos

de barreiras biologicas, conseguindo alcancar o intestino humano apds resistirem ao
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pH baixo e aos sais biliares (VRIES et al., 2006; DONG et al., 2017; EMSER et al.,
2017).

1.2.3. Lactobacillus casei

7

L. casei é uma espécie intimamente relacionada filogeneticamente e
fenotipicamente com o L. paracasei e L. rhamnosus, sendo o0s principais
constituintes da mucosa intestinal humana (REALE et al., 2015). Sao culturas
comumente usadas como starter na fermentacdo de leites e derivados, bem como
cultura complementar n&o iniciantes para intensificacdo e aceleracdo do
desenvolvimento de caracteristicas organolépticas e probidticas em queijos e outros
lacteos (BURITI; SAAD, 2007).

1.2.4. Ingestdo Recomendada

Para que um alimento contendo probidtico seja funcional a dose minima de
ingestao diaria requerida deve ser de mais ou menos 100 mL ou gramas de um
produto que tenha 10° a 10’ Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) por grama ou
mililitro do produto (SAAD, 2006; TRIPATHI; GIRI, 2014). A legislacdo brasileira
chegou a estabelecer que um alimento para alegacao probiética deveria apresentar
uma quantidade minima de 108 - 10° UFC na recomendacao diaria do produto pronto
para o consumo (ANVISA, 2002; ANVISA, 2008). Em nova recomendacdo da
ANVISA (2016), a agéncia sugere a apresentacdo de um laudo de andlise que
comprove a quantidade minima viavel do microrganismo capaz de exercer a

capacidade funcional até o final do prazo de validade do produto.

1.2.5. Efeitos Associados a Ingestdo de Probioticos

Considerados bioterapéuticos, bioprotetores, ou bioprofilaticos devido a
melhoria das propriedades da microbiota nativa, inUmeros beneficios estéo
associados aos produtos que contém 0S microrganismos probioticos, estes
beneficios irdo depender principalmente da cepa utilizada (COELHO; OLIVEIRA,
2009).

Os efeitos dos microrganismos probiéticos podem ser alcancados diretamente
com a interacdo do microrganismo vivo ingerido e o hospedeiro ou indiretamente

pelo efeito biogénico, por meio da ingestdo de metabolitos produzidos pelos
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probioticos durante o processo de fermentacao do alimento (TRIPATHI; GIRI, 2014).
Os efeitos mais importantes associados a ingestédo de probioticos pode se destacar:
a reducdo do colesterol sérico (prevencdo da arteriosclerose), melhoria no
metabolismo da lactose em individuos com intolerancia a esse carboidrato,
propriedades antimutagénicas e anticarcinogénicas, supressao de tumores, reducao
de compostos tdxicos no organismo, estimulacdo do sistema imunoldgico, melhoria
nas doencas inflamatérias do intestino, regulacdo do fluxo intestinal, supresséo de
infeccbes do trato gastrointestinal por bactérias, virus, Candida enteritis e
Helicobacter pylori, melhoria na constipacdo e sindrome do intestino irritavel
(regulacdo da mobilidade intestinal), diminuicdo da diarreia induzida por
quimioterapia, aumento na absorcdo de nutrientes e minerais (tais como Fe, Ca e
Mg), prevencdo de osteoporose, sintese de &cido folico, niacina, riboflavina,
vitaminas B6 e B12, melhoria no desenvolvimento (crescimento) e no bem-estar
(SHAH, 2007; GRANATO et al., 2010).

A ingestédo de probiéticos ainda pode auxiliar na diminuicdo da apoptose de
células epiteliais e aumentar a producdo de mucina, e de peptideos
antimicrobianos, bacteriocinas e microcinas (produzindo um ambiente intestinal
menos favoravel para agentes microbianos patogénicos), competicdo por nutriente
com outros microrganismos, adesdo as células epiteliais de uma forma competitiva
(blogueando direta ou indiretamente a adeséo de outros microrganismos), podendo
também interferir no processo de comunicacdo dos microrganismos
patogénicos.(SAAD et al., 2013; KUMAR; VIJAYENDRA; REDDY, 2015).

1.3.APLICACAO DE PROBIOTICOS EM ALIMENTOS

7z

Atualmente a principal aplicacdo dos microrganismos probioticos é em
alimentos (FOLIGNE; DANIEL; POT, 2013). Algumas caracteristicas especificas
devem ser consideradas para que um microrganismo probiético seja introduzido em
matriz alimentar, tais como, ser preferencialmente habitante da microbiota intestinal
humana, interagir com a microbiota residente, produzir substancias antimicrobianas,
resistir a fabricacdo e estocagem do produto mantendo a sua viabilidade, e, as
barreiras bioldgicas (secrecdes: salivar, gastrica, intestinal, biliar e pancreatica)
atingindo o intestino ainda vivos sendo capaz de colonizar temporariamente a
mucosa intestinal e promover a imunoestimulagdo sem efeitos inflamatorios, e

também gue tenham efeitos benéficos e seguridade comprovados, ndo sendo toxico,
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mutagénico ou cancerigeno no organismo do hospedeiro, ser geneticamente
estavel, ndo possuindo mecanismos de transferéncia de plasmideo ou resisténcia a
antimicrobianos (DE VUYST; FALONY; LEROY, 2008; GRANATO et al., 2010).
Além disso, é fundamental que a dose minima de células viaveis na matriz
alimenticia com probidtico seja respeitada ao ser ingerida e que as caracteristicas
sensoriais sejam agradaveis ao consumidor. Segundo Granato e colaboradores
(2010), a viabilidade dos probiéticos desde a sua incorporacdo até o ultimo dia de
prateleira do alimento, bem como a aceitacdo pelo consumidor sdo os dois pontos-

chaves para o sucesso de um novo produto probiotico.

1.3.1. Viabilidade

E necessario que a viabilidade da célula seja garantida no momento do
consumo. Esta viabilidade das células probidticas € altamente dependente da
temperatura de armazenamento e dos componentes da matriz alimentar, incluindo
aditivos utilizados e a possibilidade de interacdo entre as cepas com possiveis
componentes do alimento (CESPEDES et al., 2013).

De acordo com Vinderola e colaboradores (2002) o pH baixo, a presenca de
aditivos, conservantes e outros compostos potencialmente antimicrobianos
caracteristicos do proprio alimento sdo alguns fatores limitantes para a sobrevivéncia
do microrganismo probiético nos alimentos, sendo um fator que causa o decréscimo
no numero de células probiéticas no alimento e devem ser levados em consideragéo
na fabricacdo de um novo produto probidtico.

Para manutencao da viabilidade das células dos microrganismos durante todo
o0 tempo de armazenamento, a escolha da matriz alimentar e a selecdo da cultura
probiética empregada sdo fatores fundamentais para que haja estabilidade da
viabilidade, isto dependera principalmente da interacdo alimento-microrganismo
(KUMAR; VIJAYENDRA; REDDY, 2015).

A selecéo da cepa a ser incorporada ira depender também da sua adequacao
as condicdes tecnoldgicas de processamento e armazenamento do produto
desenvolvido, mantendo-se também viavel durante o transito intestinal e, ao final,
tragam os beneficios a saude desejaveis ao consumidor (CRUZ et al., 2009;
TRIPATHI; GIRI, 2014).
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1.3.1.1. Aspectos Tecnologicos: congelamento

Questdes tecnoldgicas podem afetar a viabilidade das culturas probidticas
durante o processo de producgéo e ao longo do tempo de armazenamento, devendo
ser abordadas e testadas para formulacédo de produtos probiéticos. Varias técnicas
foram implementadas visando garantir a viabilidade dos probiéticos, entre elas o
encapsulamento, adicdo de diferentes protetores, alteracdo nas condi¢cdes de
processamento e armazenamento (TRIPATHI; GIRI, 2014; KUMAR; VIJAYENDRA;
REDDY, 2015).

As condi¢Bes tecnoldgicas podem reduzir significativamente a viabilidade do
probidtico devido a aplicacdo de calor, danos mecanicos ou lesBes celulares
causadas pelo estresse osmatico. Mas algumas técnicas de processamento podem
favorecer a manutencgéo das células probidticas viaveis na dose recomendada, entre
elas a fermentacdo € o processo tecnoldgico mais aplicado em alimentos
probidticos. A secagem, microencapsulacdo e o congelamento sdo técnicas que
também demonstram bons resultados quanto a viabilidade dos probioticos. (KUMAR,;
VIJAYENDRA; REDDY, 2015).

A técnica de congelamento consiste na aplicacdo de baixas temperaturas (< -
18°C), mantendo as moléculas em um estado mais estavel e, com isso, aumentando
a vida de prateleira do produto. Os microrganismos podem sobreviver a um maior
periodo de tempo em produtos congelados, isto porque o metabolismo e as
atividades vitais das células sdo reduzidos ou interrompidos (BURITI; KOMATSU,;
SAAD, 2007).

Entretanto, a parede celular e a membrana dos probi6ticos podem ser
danificadas durante o processo de congelamento devido as tensfes mecéanicas dos
cristais de gelo formados no meio externo ou no interior da célula e/ou pelos efeitos
osmoéticos do descongelamento, podendo causar lesGes fatais as células
bacterianas (CRUZ et al., 2009).

Para sanar tais efeitos sugere-se que seja realizado o congelamento rapido
que formard cristais de gelo de menor tamanho auxiliando na manutencdo dos
microrganismos no produto e que acgucares (como lactose e sacarose, que tém
comprovado impacto positivo na aplicacdo de diversos processos tecnologicos)
sejam incorporados ao produto de modo que amenize os efeitos do
descongelamento (SCHMIDT; PEREIRA, 2011; THRIPATHI; GIRI, 2014).
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As culturas probidticas, de forma cepa-dependente, sdo capazes de manter
sua estabilidade em alimentos congelados, com perda minima de viabilidade,
apresentando boa resisténcia as condi¢cdes gastricas intestinais e sem alterar as

caracteristicas sensoriais do produto (CRUZ et al., 2009).

1.3.1.2. Resisténcia gastrica intestinal

Um dos requisitos basicos para que um microrganismo seja considerado um
bom probiédtico € a sua sobrevivéncia as condi¢cdes adversas do trato gastrointestinal
humano, como o baixo pH estomacal e a presenca de bile na entrada do intestino.
Os probidticos presentes no alimento devem ser capazes de sobreviver a passagem
pelo trato digestorio, resistindo a exposicdo ao suco gastrico e a bile, chegando
vivos e com capacidade de proliferarem e colonizarem temporariamente o intestino
(SAAD et al., 2013; KANDYLIS et al., 2016).

Como o intestino grosso é o local de acdo para a maioria das bactérias
probidticas, elas devem chegar viaveis em quantidade suficiente ao seu local de
acdo, para que sejam eficazes. Mesmo que uma cepa se mostre viavel durante o
armazenamento, suas caracteristicas funcionais como a resisténcia ao pH baixo,
adesdo ao epitélio intestinal ou a capacidade de imunomodulacdo podem nao ser
totalmente exercidas, comprometendo sua capacidade de exercer beneficios a
saude de quem os consome (BURNS et al., 2014).

A resisténcia gastrica das bactérias probiodticas pode ser influenciada pela
matriz alimentar e o tempo e temperatura de armazenamento. Pode ser que ocorra
uma adaptacdo das células com maior chance de sobrevivéncia ao pH baixo do
estbmago, quando estas forem submetidas ao pH baixo de determinado alimento
durante o armazenamento sob refrigeragdo. No entanto o stress promovido pelas
baixas temperaturas de exposicdo pode sensibilizar essas células probiodticas ao
ponto delas perderem a resisténcia a essas barreiras bioldgicas e,
consequentemente, sua funcionalidade (VINDEROLA et al., 2011; CESPEDE et al.,
2013; KUMAR; VIJAYENDRA; REDDY, 2015).

1.3.2. Aceitacao

A analise sensorial permite observar quais caracteristicas dos alimentos sao

mais afetadas quando se acrescenta o probiotico. Em civilizagdes orientais a funcéo
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de um alimento é superior em relacdo ao sabor, porém em culturas ocidentais o
conceito € diferente, sendo comum adicionar funcionalidade a um produto ja
existente no mercado (SIRO et al., 2008).

A presenca de probioticos pode ter um impacto negativo nas caracteristicas
de suas propriedades sensoriais (TRIPATHI; GIRI, 2014). Normalmente, os
consumidores associam 0s alimentos saudaveis a um sabor inaceitavel e admitem
que o prazer sensorial precisa ser sacrificado em prol de uma dieta saudavel. Desta
forma é importante conhecer o impacto sensorial das culturas probioticas sobre os
produtos nao lacteos e a sua influéncia na aceitacdo do consumidor e a preferéncia
por sucos de frutas (LUCKOW,; DELAHUNTY, 2004).

Sabe-se que manter as caracteristicas sensoriais do alimento convencional
apos o acréscimo do ingrediente que o torna funcional € uma caracteristica
fundamental para a aceitacdo pelo consumidor. O sabor € o principal motivador para
selecdo do alimento, seguido pelo beneficio a saude. No entanto, aceitacao
sensorial € muito importante para inser¢cao de um novo produto no mercado e objeto
de estudo de muitos pesquisadores (SIRO et al., 2008; CRUZ et al., 20009;
GRANATO et al., 2010).

Com isso é necessario analisar sensorialmente 0os impactos do acréscimo de
microrganismos probidticos ao alimento, com estudos que tornem possivel comparar
0 impacto de cada cultura probiética sobre os atributos sensoriais (aparéncia, aroma,
textura e sabor), que ajudem a conhecer o efeito dessas mudancas na aceitacdo do
consumidor (LUCKOW; DELAHUNTY, 2004).

1.3.3. Desenvolvimento de Novas Matrizes Alimentares Probidticas

As principais aplicacdes de probiodticos na industria de alimentos sdo em
leites fermentados, iogurtes e queijos em menor escala. O sucesso dos produtos
probidticos nos leites fermentados se deve principalmente pela imagem positiva
deste alimento diante do consumidor, armazenamento a frio (4-8°C), vida de
prateleira curta (28 — 35 dias), disponibilidade de nutrientes para o desenvolvimento
de microrganismos (SAAD, 2006; GRANATO, et al., 2010; KANDYLIS et al., 2016).

No entanto, o alto teor de colesterol e outros acidos gordurosos saturados, 0
alto contetdo de acucares, a crescente intolerancia a lactose e alergias associadas
a proteina do leite vem gerando uma objecdo aos alimentos lacteos (KUMAR,;
VIJAYENDRA; REDDY, 2015). De acordo com Céspedes e colaboradores (2013)
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essa demanda especifica entre os consumidores vegetarianos, intolerantes a
lactose, alérgicos a proteina do leite ou ainda consumidores que tem uma percepgao
negativa com relacdo aos produtos lacteos pela quantidade de sal e por conterem
colesterol tem aumentado e levado a diversificagcdo de alimentos probidticos de
origem néo lactea.

Vale ressaltar que € considerada uma boa matriz alimentar para
carregamento de bactérias probitticas aquela que além de manter a bactéria viavel
na quantidade adequada e que seja frequentemente consumida sendo considerada
pelo consumidor como um alimento saudavel, independente da presenca do
probidtico (CESPEDES et al., 2013). Além disso, a sensibilidade dos probiéticos ao
estresse provocado pelos fatores fisico-quimicos, calor, acidez sao desafiadores
para o desenvolvimento de outros tipos de produtos (FOLIGNE; DANIEL; POT,
2013).

Para atender a demanda por novos produtos alimenticios com propriedade
probidtica, pesquisas tém sido desenvolvidas utilizando alimentos ndo derivados do
leite, principalmente a base de frutas. Martins e colaboradores (2016) avaliaram o
potencial da salada de frutas como veiculador de L. rhamnosus HNOO1 constatando
que as frutas minimamente processadas obtiveram contagem de probibticos
similares aos valores encontrados em fermentados lacteos, constatando uma alta
aderéncia das células probioticas ao tecido das frutas tais como abacaxi, manga e,
principalmente, banana, goiaba e maca.

Vasconcelos e colaboradores (2014) desenvolveram um mix de acai
contendo Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis, com e sem inulina,
conservado a -18°C e observaram contagens iniciais de células viaveis de 6,11 log
UFC/g nas duas culturas em ambos os mixes. Céspedes e colaboradores (2013),
avaliando o desempenho de L. casei, normalmente empregadas em produtos laticos,
em bebidas ndo laticas refrigeradas concluiram que as culturas probibticas
comerciais podem ser adicionadas em sucos de frutas desde que haja cuidado com
a selecao do produto especifico, que garantam a viabilidade da célula. Seus estudos
comprovaram também que incorporadas nessas matrizes as células se mantiveram
viaveis nos testes de simulacéao da digestao gastrica.

Nagpal, Kumar e Kumar (2012), demonstraram que as culturas de L.
acidophilus e L. plantarum séo capazes de sobreviver em suco de tomate, laranja e

uva por até 72 h com condi¢fes de alta acidez e baixo pH, validando o uso de suco
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de frutas como veiculo ideal para os probidticos. Santos et al. (2008) ao
desenvolverem um suco de frutas com adicdo de 108 UFC/mL de L. acidophilus e
10% de oligofrutose, incubado a 8°C por 8 dias, obtiveram contagem minima
necessaria para ser considerado um produto probiético.

Além de manterem a viabilidade em niveis adequados, os sucos de frutas
com probioticos quando avaliados em testes de perfil sensorial, sdo agradaveis e
facilmente aceitaveis. Essas caracteristicas tém atraido o interesse dos
pesquisadores para o desenvolvimento de bebidas probidticas com base em suco de
frutas (KANDYLIS et al., 2016).

A veiculacdo de probidticos em sucos de frutas é ainda reforcada por este
alimento ser frequentemente ingerido pelo consumidor, ser considerado um produto
saudavel, possuir compostos menos alergénicos (do que os lacteos) que causem
impedimento de sua ingestdo e grande aceitacdo de consumo (LUCKOW,;
DELAHUNTY, 2004; SIRO et al., 2008).

1.4.FRUTAS

As frutas constituem uma rica fonte de vitaminas, minerais, antioxidantes,
fibras e carboidratos sollveis, por este motivo os sucos de frutas sdo cada vez mais
consumidos por pessoas que buscam o consumo de alimentos saudaveis e sao
heterogéneas com diferentes caracteristicas fisico-quimicas. A industrializacdo de
sucos e polpas de frutas € visto como uma atividade promissora do ramo alimentar,
sendo que o Brasil se destaca como um dos maiores produtores de frutas tropicais
do mundo, sendo o fornecimento constante da fruta como matéria-prima € uma das
condicdes indispensaveis na elaboracdo de muitos produtos alimentares (ABREU et
al., 2011; KUMAR, VIJAYENDRA; REDDY, 2015).

Uma forma de garantir a disponibilidade das frutas durante todas as épocas
do ano é por meio do congelamento da sua polpa. A polpa de fruta congelada é
definida como um produto ndo fermentado, ndo concentrado, ndo diluido, obtido pelo
esmagamento de frutos polposos que atendem diversos segmentos do setor de
alimentos, utilizadas para producdo de sucos, sorvetes, balas, produtos de
confeitaria e lacteos, havendo uma expansdo na producdo devido a elevagdo do
consumo do mercado interno e externo (BRASIL, 2000; MACHADO et al., 2007).

Considerado uma alternativa para reducdo das perdas poés-colheita, a

producdo de polpas de frutas congeladas se tornou uma forma favoravel para o
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aproveitamento integral das frutas fora de época, sendo também uma maneira de
comercializacdo de frutas pereciveis em grandes distancias. E um produto de
grande potencial mercadoldgico pelo baixo custo de processamento, vem se
destacando no cenario baiano, além de atender um mercado que busca alimentos
de preparo rapido e pela variedade de frutas com sabores exoéticos bastante
agradaveis (BUENO et al., 2002; MACHADO et al., 2007).

Se tratando de alimentos probidticos ndo lacteos, produtos a base de frutas,
além de uma rica fonte de nutrientes, evitam a necessidade de culturas starter,
diminuindo a competicdo de nutrientes com culturas probioticas, contém acucar que
poder ser um fator de protecdo para os probidticos, possuem um bom sabor,
consumido por individuos de todas as faixas etarias, algumas células mostram forte
adesdo a certos tecidos de frutas, além disso, sao digeridas rapidamente,
encurtando o tempo de exposicdo das células probidticas ao ambiente acido do
estbmago (KUMAR; VIJAYENDRA; REDDY, 2015).

Ao mesmo tempo, as bebidas probidticas ndo lacteas a base de frutas séo
uma alternativa mais econémica, tornando-se acessivel a populacdo de paises em
desenvolvimento (KANDYLIS et al., 2016). Sysbesma; Kort; Lee (2015) afirmam que
0 acesso aos alimentos probidticos ainda € limitado em paises em desenvolvimento
sendo importante a incorporacdo dos probidticos em alimentos regionais, com a
finalidade de aumentar o acesso a esse tipo de alimento, estimulando também o
financiamento da investigacdo em torno probidticos locais, impulsionado por
pesquisas no ambito académico e industrial.

No entanto, uma das limitagbes para incorporacdo dos microrganismos
probiéticos é o pH baixo das frutas, ndo bastante a diminuicdo da viabilidade pode,
principalmente, estar relacionada com outros fatores intrinsecos da fruta devido a
sua composicdo, entre eles a quantidade muitas vezes insuficiente de peptideos e
aminoacidos livres necessarios a sobrevivéncia dos microrganismos probiéticos
(ANTUNES et al., 2013). Sabendo que caracteristicas do alimento podem
comprometer a viabilidade do alimento, a composi¢éo da fruta e seu comportamento
na inibicdo de microrganismos devem ser cuidadosamente estudados, afim de que
esta composicdo ndo atue inibindo o crescimento desejavel de microrganismos
probioticos (BURITI; KOMATSU; SAAD, 2007; CRUZ et al., 2009; TRIPATHI; GIRI,
2014).
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1.4.1. Cacau (Theobroma cacao L.)

A cultura agricola cacaueira é a terceira mais importantes do mundo,
originaria da bacia amazonica. Noventa por cento do cacau produzido no mundo sao
cultivados na Africa tropical, Asia e América Latina. Este cultivo desempenha papel
relevante na estabilidade dos ecossistemas tropicais e na geragédo de economia para
milhdes de pequenos agricultores, pois este fruto é a principal material-prima para
industria de chocolate, e arrecada bilhdes de dolares ao ano (MAXIMORA et al.,
2008; QUINGA et al., 2018). Seu fruto tem forma de vagem com comprimento entre
12 e 30 centimetros, cuja a casca corresponde a 75% do seu peso total e coloracéo
gue vai do amarelo ao alaranjado. No interior das vagem estdo aproximadamente 30
a 40 graos que sao envolvidos por uma polpa mucilaginosa, de coloragcédo que vai do
branco ao marfim e sabor levemente acido, que corresponde a 40% do peso do grao
fresco, muitas vezes utilizada na producédo de bebidas. A composi¢cao da polpa é
basicamente de 4gua, carboidratos e proteinas, tem alta acidez (pH 3,0 — 3,5), rica
fonte de acidos organicos, dentre eles o acido citrico, e compostos fenélicos com
propriedades antioxidantes, anticancerigenas, anti-inflamatérias, analgésicas,
vasodilatadoras e antimicrobianas (KONGOR et al., 2016;VALADEZ-CARMONA et
al., 2018).

1.4.2. Acerola (Malpighia emarginata DC)

A acerola € um fruto pequeno, de cor vermelha em estagio maduro e
polpa muito suculenta, refrescante e com sabor frutado e doce. Nativa da
América Central, sua boa adaptacéo ao solo e clima brasileiro, tornou o pais o
maior produtor, consumidor e exportador do mundo. A composicéo da acerola
€ basicamente de carboidratos (35,7-78 g.Kg-1), proteinas (2,1-8 g.Kg-1),
lipidios (2,3-8 g.Kg-1), fosforo (171 mg.Kg-1), calcio (117 mg.Kg-1), ferro (2,4
mg.Kg-1), piridoxina (87 mg.Kg-1), riboflavina (0,7 mg.Kg-1), tiamina (0,2
mg.Kg-1), dgua (906-920 g.Kg-1), fibra dietética (30 g.Kg-1) e vitamina C (3 e
46 g.Kg™). Esta fruta é uma rica fonte de carotendides, polifendis e vitamina C.
Os valores de antioxidantes encontrados nos sucos de acerola sdo maiores do
que os relatados em sucos de outras frutas como: morango, uva e maca.

Devido ao seu grande potencial nutricional e econémico, a acerola pode ser
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usada em sorvetes, geleias, doces, licores, sucos, refrigerantes, néctar,
gelatina, goma, conservas de frutas, nutracéuticos e iogurtes (DE ROSSO;
MERCADANTE, 2005; MEZADRI et al., 2006; MEZADRI et al., 2008; BICAS et
al., 2011).

1.4.3. Goiaba (Psidium guajava L.)

Cultivada nas regides tropicais e subtropicais ao redor do mundo, a
goiaba é uma fruta nativa do México. Com atividades medicinais, sua planta
possui efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios, sendo utilizada principalmente
no combate a diarréia, gastrointerites, disenteria, enterite por rotavirus, feridas,
acne, placa dentaria, malaria, alergias, tosse, diabetes, desordem
cardiovascular, doencas musculares degenerativas, doencas inflamatdrias,
doencas do figado, cancer e atuando, também, como antimicrobiano contra
agentes patogénicos intestinais e estomacais. Suas frutas sdo carnudas,
coloracdo amarela, em formato ovoide com cerca de cinco centimetros de
didmetro, com um mesocarpo cor de rosa e nhumerosas sementes brancas com
tamanho pequeno, sdo altamente nutritivas, boa fonte de caélcio, ferro, fésforo,
tiamina, riboflavina, niacina, vitaminas A, B3 e C. Seu teor de vitamina C pode
ser de 2 a 5 vezes maior do que as frutas citricas, com cerca de 0,56 - 6 mg.g™
na polpa, dependo do grau de maturacdo. Além desses minerais e vitaminas, a
goiaba ainda possui na sua composicdo agua (84,9%), carboidrato (13,2%),
gordura (0,53%) e proteinas (0,88%). Sua fruta pode ser consumida fresca ou
processada em forma de polpas congeladas, sucos, geleias e compotas, assim
ampliando sua disponibilidade ao longo do ano. O Brasil esta entre os maiores
produtores mundiais de goiaba e a maior parte dessa producdo é destinada
para o0 processamento de produtos alimentares (GUTIERREZ; MITCHELL;
SOLIS, 2008; BARBALHO et al., 2012).

1.4.4. Manga (Mangifera indica L.)

A manga € uma das frutas tropicais mais importantes do mundo em
termos de producdo e aceitacdo do consumidor, € a segunda fruta mais

cultivada no mundo, ficando atras apenas da banana. Originaria do sudoeste
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Asidtico, esta fruta possui mais de 1.000 variedades, seu formato € oval
arredondado, com casca de cor que pode ser verde, amarelo, alaranjado ou
vermelho a depender da espécie. A polpa tem coloragdo amarela ou amarelo-
alaranjada, sabor doce e levemente acido, composta por agua, acucares, fibras
dietéticas e pequenas quantidades de proteinas e gorduras, e quando maduras
seu teor de carboidratos pode ficar em torno de 20,5%. Considerada como um
fruto rico em carotendides, tiamina, riboflavina, niacina, acido ascorbico,
triptofano, lisina e minerais esta fruta € consumida principalmente fresca, mas
por se tratar de um fruto sazonal sua polpa processada € bastante utilizada no
preparo de diversos produtos como purés, compotas em caldas, geleias,
polpas congeladas, sucos e néctar (REDDY; REDDY, 2005; RIBEIRO et al.,
2008; JAHURUL et al., 2015).
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RESUMO

Os alimentos funcionais tém ganhado popularidade no mercado consumidor,
destacando-se aqueles que possuem entre seus ingredientes o0s
microrganismos probioticos. Atualmente a maioria dos alimentos que possuem
alegacao probidtica no mercado séo derivados do leite. Buscando atender aos
consumidores intolerantes a lactose, com dieta de baixo teor de colesterol,
vegetarianos e com restricdo alimentar, varios alimentos tém sido testados
como matriz alimentar para microrganismos probioticos. As bebidas de origem
vegetal tém demonstrado grande potencial para tal emprego. Neste estudo foi
determinada a viabilidade dos probidticos Lactobacillus acidophilus, L.
plantarum, L. casei Shirota e L. casei Defensis incorporado a polpa das frutas
manga, goiaba, acerola e cacau durante o armazenamento (-20 °C), sendo
também monitorados os valores de pH. A resisténcia a simulagdo gastrica e
avaliacdo sensorial foram realizadas na polpa que demonstrou melhor
desempenho nas contagens de viabilidade. As menores contagens de células
probiéticas, < 10 UFC/g, foram observadas nas polpas de cacau e acerola para
todos os probidticos testados apds um e sete dias de congelamento,
respectivamente. Ja as polpas de manga tiveram as melhores contagens para
todos os microrganismos, mantendo a viabilidade das cepas avaliadas da
ordem = 6 log UFC.mL™? durante todo periodo de armazenamento, se
caracterizando uma boa matriz alimentar para um produto de alegacéo
probiotica. Os valores de pH foram constantes durante o armazenamento das
polpas, ao longo do periodo de armazenamento houve um decréscimo nas
contagens de células apds a simulagéo gastrointestinal in vitro. Sensorialmente
os avaliadores nédo detectaram modificagcbes em polpa de manga incorporadas
com L. plantarum.

Palavras-chave: probidtico, ndo lacteos, resisténcia gastrica, Lactobacillus
acidophilus, L. plantarum, L. casei.
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1. INTRODUCAO

O mercado dos alimentos funcionais vem crescendo consideravelmente
ao longo dos anos, pois na ultima década os alimentos ndo tém sido mais
consumidos apenas para satisfazer a necessidade nutricional, mas existe uma
preocupacao real do consumidor em se alimentar com nutrientes que fornecam
elementos necessarios para prevencdo de doencas e que promovam o0 bem-
estar fisico e mental (SAHER et al., 2004; SYBESMA; KORT; LEE, 2015).

Dentre esses alimentos funcionais destacam-se o0s alimentos com
alegacdo probidtica, definidos como aqueles que possuem na sua composi¢ao
microrganismos viaveis que quando administrados em doses suficientes
promovem beneficios a saude de quem os consomem (FAO/WHO, 2002). Os
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, sdo os mais frequentemente
empregados como suplementos probidticos para alimentos. Essas bactérias
tém sido isoladas do trato gastrointestinal de humanos saudaveis, sendo
consideradas bioterapéuticas, bioprotetoras, ou bioprofilaticas devido a
melhoria das propriedades da microbiota nativa, indmeros outros beneficios
estdo associados aos produtos que contém o0s microrganismos probidticos
(SAAD, 2006; FOLIGNE; DANIEL; POT, 2013).

Entre os efeitos mais importantes associados a ingestdo de probidticos
pode se destacar seu papel inibitério frente os microrganismos patogénicos, a
reducdo do colesterol, melhoria no metabolismo da lactose em individuos com
intolerdncia a esse carboidrato, propriedades antimutagénicas e
anticarcinogénicas, estimulacao do sistema imunol6gico, melhoria nas doencas
inflamatérias do intestino, supressao de infec¢des pela Helicobacter pylori,
melhoria na constipacdo, aumento na absor¢cdo de nutrientes e minerais
(SHAH, 2007; SAAD et al., 2013; KUMAR; VIJAYENDRA; REDDY, 2015).

A maioria dos alimentos com alegacédo probidtica sdo os derivados do
leite, ha uma variedade de leites fermentados, iogurtes, queijos e sorvete
disponiveis para o consumidor. No entanto a necessidade de atender um
publico diferenciado como os intolerantes a lactose, dietas com baixo colesterol
e com restricdo alimentar, tem motivado pesquisas e desenvolvimento de
novas matrizes de alimentos para esses microrganismos (GRANATO et al.,
2010; ANTUNES et al., 2013; CESPEDES et al., 2013)

Para atender tal demanda, pesquisas tém sido desenvolvidas utilizando
produtos nao derivados do leite, principalmente a base de frutas, as bebidas a
base de frutas vém se destacando dentro do cenario dos alimentos probiéticos,
pois estes contém as caracteristicas necessarias para viabilidade das células e
aceitacdo do consumidor (LUCKOW,; DELAHUNTY, 2004; VASCONCELOS et
al., 2014). Os produtos a base de frutas sdao uma rica fonte de nutrientes,
evitam a necessidade de culturas iniciais, o que diminui a competicao de
nutrientes com culturas probidticas, contém acucar que € importante para o
crescimento de probidticos, possuem um sabor agradavel, é frequentemente
consumido por individuos de todas as faixas etarias, algumas células de
microrganismos probidticos mostram forte adesdo a certos tecidos de frutas,
sdo digeridas rapidamente, encurtando o tempo de exposicdo das células
probidticas ao ambiente acido do estomago (KUMAR; VIJAYENDRA; REDDY,
2015). Os produtos a base de frutas podem ser ainda uma alternativa mais
econdbmica, tornando-se acessivel a populagdo de paises em
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desenvolvimentos o consumo de alimentos probidticos (KANDYLIS et al., 2016;
SYBESMA; KORT; LEE, 2015)

Para ser considerado uma boa matriz alimentar, o alimento deve carrear
células probioticas viaveis, numa quantidade minima para que a cepa possa
garantir o efeito benéfico, isto significa o consumo diario de mais ou menos 100
mL ou gramas de um produto que tenha 10° a 10’ Unidades Formadoras de
Colbnia (UFC) por grama ou mililitro do produto (SAAD, 2006; TRIPATHI; GIRI,
2014). O tipo de produto, os ingredientes quimicos usados, a possibilidade de
interacdo com a cultura probidtica, o processamento tecnolégico e a
temperatura de armazenamento do produto sdo apontados como os fatores
principais para manutencdo da viabilidade dos microrganismos probioticos
durante a vida atil do produto (VINDEROLA et al., 2002; CHAMPGNE et al.,
2011).

As condicbes tecnolégicas podem reduzir significativamente a
viabilidade do probidtico devido a aplicacdo de calor, danos mecanicos ou
lesBes celulares causadas pelo estresse osmotico. Dentre 0s processamentos
tecnologicos de um produto alimentar a aplicacdo do congelamento em um
alimento com alegacéo probiética pode demonstrar bons resultados quanto a
viabilidade (CRUZ et al., 2009). Esta técnica que consiste na aplicacdo de
baixas temperaturas (< -18°C), mantendo as moléculas em um estado mais
estavel e, com isso, aumentando a vida de prateleira do produto, permitindo
gue microrganismos sobrevivam a um maior periodo de tempo em produtos
congelados, pois o metabolismo e as atividades vitais das células s&o
reduzidos ou interrompidos (BURITI; KOMATSU; SAAD, 2007).

Além da viabilidade, outro fator determinante para incorporacdo dos
probidticos nas matrizes alimentares € a avaliacdo sensorial. Normalmente os
consumidores associam o0s alimentos saudaveis a um sabor inaceitavel e
admitem que o prazer sensorial deva ser sacrificado em prol de uma dieta
saudavel. Desta forma € importante conhecer o impacto sensorial das culturas
probidticas sobre os produtos ndo lacteos e a influéncia na aceitacdo do
consumidor e na preferéncia por sucos de frutas (LUCKOW; DELAHUNTY,
2004; VASCONCELOS et al., 2014).

De acordo com Kandylis e colaboradores (2016) os sucos de frutas com
probiéticos quando avaliados em testes de perfil sdo agradaveis e de boa
aceitacdo. A veiculacdo de probidticos em sucos de frutas € ainda refor¢cada
por este alimento ser de consumo frequente, ser considerado um produto
saudavel, ndo estar tdo frequentemente associado a alergia alimentar quanto
os produtos lacteos, isto torna menor o impedimento do seu consumo e uma
grande aceitacdo por parte do consumidor (LUCKOW; DELAHUNTY, 2004;
SIRO et al.,, 2008; CESPEDE, 2013). Com todas essas caracteristicas o
interesse dos pesquisadores para o desenvolvimento de bebidas probibticas
com base em suco de frutas. Para conhecer o desempenho da polpa de fruta
como matriz alimentar para microrganismos probioticos, o objetivo deste
trabalho foi determinar a viabilidade celular de Lactobacillus acidophilus, L.
plantarum, L. casei Shirota e L. casei Defensis incorporado a polpa das frutas
manga, goiaba, acerola e cacau durante o armazenamento (-20 °C), além de
acompanhar o pH durante o periodo armazenamento. As amostras que
apresentaram melhores resultados nas contagens de viabilidade foram ainda
submetidas analise quanto a resisténcia a digestdo gastrica e o impacto nas
propriedades sensoriais das amostras com probiotico.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1.0btencéo das Polpas

As polpas de fruta pasteurizadas, dos sabores acerola, cacau,
goiaba e manga utilizadas neste estudo foram adquiridas no comeércio de
Salvador-BA. Os sabores das polpas foram escolhidos aleatoriamente, sendo
as mesmas adquiridas e usadas na semana da aquisigao.

2.2.Cepas

Foram utilizadas as cepas Lactobacillus acidophilus Howaru®
(DANISCO), Lactobacillus plantarum 299v® (ProViva), Lactobacillus casei
Shirota® (Leite fermentado, Yakult), Lactobacillus casei Defensis® (Actimel,
Danone), as duas ultimas cepas isoladas dos produtos comerciais. As culturas
congeladas (-20°C) foram reativadas trés vezes em caldo MRS (MERCK) (18 h,
37°C, aerobiose), lavadas duas vezes e ressuspendidas em solucdo salina
fosfato tamponada (PBS), pH 7,2, sendo por fim, separadamente, incorporadas
as polpas de fruta.

2.3.Preparacéo das Polpas de Frutas Congeladas com Probidticos

As combinacdes usadas neste estudo para producao de polpas de frutas
congeladas com probidtico encontram-se na Tabela 1. Todos os diferentes
sabores de polpas de fruta foram submetidos as mesmas combinacdes,
algumas combinacdes tiveram o acréscimo de acgucar a 3%.

As polpas das varidveis com acucar 3% foram previamente adicionadas
de aclcar e homogeneizadas em liquidificador (modelo Astro mix, Faet) por 30
segundos, em seguida foi adicionada as culturas de L. acidophilus Howaru, L.
plantarum 299v, L. casei Shirota e L. casei Defensis, respectivamente, sendo
misturadas novamente em liquidificador por 20 segundos. As culturas das
demais variaveis, sem agucar 3%, foram diretamente homogeneizadas as
polpas de fruta em liquidificador por 20 segundos. Imediatamente, as misturas
de polpas de fruta foram divididas em por¢cdes de 10 mL, acondicionadas em
sacos plasticos proprio para alimentos, previamente sanitizados em luz UV por
30 minutos, sendo submetidos ao congelamento a -80°C por 40 minutos e
estocados a -20°C.

Também foram utilizadas solu¢gBes controle de sacarose 3% e leite
desnatado 20%, em cada uma foi acrescentado separadamente, 0s
microrganismos probidticos utilizados no presente estudo.

2.1.Analise da Viabilidade dos Microrganismos Probidticos em Polpas
de Frutas

Para determinacdo da populagédo probiotica foram utilizadas as polpas
com probidtico antes do congelamento, e apdés um, sete, 14 e 28 dias de
congelamento, sendo também avaliadas ap6s aproximadamente 2, 3, 6 e 11
meses (56, 84, 168 e 308 dias, respectivamente). Para cada dia de
amostragem foram retiradas porgédo de 10 mL. As amostras foram diluidas em
90 mL de agua peptonada (1.0 g/L), misturado em liquidificador (modelo Astro
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mix, Faet) por 20 segundos, seguindo para diluicdo seriada usando o mesmo
diluente.

A contagem das células probidticas foi realizada pela técnica de
espalhamento em superficie da placa utilizando 0,1 mL de cada diluicdo
seriada em Agar MRS (MERCK), feito em duplicata. As placas foram incubadas
em estufa bacteriolégica a 37°C/72h, em condicfes aerodbias. A confirmacao da
célula foi feita pelo teste de catalase e por observagdo microscépica (1000x).

3.4.Determinacéao de pH

Os valores de pH das polpas foram mensurados pela leitura direta em
pH metro (KASVI), equipado com eletrodo de penetracdo (lonLab), antes da
incorporacao com 0s microrganismos probioticos e nos tempos 1, 7, 14, 28, 56,
84, 168 e 308 dias ap06s o congelamento.

3.5.Teste de Resisténcia a Digestao Gastrointestinal in vitro

Foram utilizadas neste teste apenas quatro combinagdes da amostra de
polpa de frutas que apresentaram o0s melhores resultados no teste de
viabilidade (C1, C2, C3 e C4), estando dentro da faixa de contagem minima de
células probidticas viaveis para que um produto seja considerado probidtico. As
amostras as polpas com probiético foram avaliadas com um dia e com
aproximadamente seis meses (168 dias) apds o congelamento -20°C.

Para avaliacdo da resisténcia gastrointestinal foram utilizados 10 mL da
amostra de polpa de fruta contendo probiético misturada ao mesmo volume de
solucéo salivar-gastrica, composta por CaCl, (0,22 g/L), NaCl (16,2 g/L), KCI
(2,2 g/L), NaHCO3; (1,2 g/L) e pepsina suina 0,3%. Imediatamente apés a
mistura foi retirado um mL da amostra para diluicdo seriada (10 a 10®) e feita
a contagem das células viaveis utilizando o Agar MRS, depois o pH foi reduzido
a 2,5 com HCI, simulando as condi¢cdes acidas do estdmago, e a amostra
incubada a 37°C por 90 minutos. A cada 30 minutos aliquotas de um mL foram
retiradas para diluicdo seriada (10" a 10°) em agua peptonada (1.0 g/L) e
contagem das células viaveis em Agar MRS. As placas foram incubadas em
estufa bacterioldgica a 37°C/72h, em condi¢des aerobias.

Passado o periodo de incubacéo, aliquotas de 1,5 mL da amostra foram
transferidas para dois microtubos. Em um dos microtubos a amostra foi
centrifugada e lavada duas vezes com tampao PBS pH 7,4. Em seguida, o
pellet de células foi ressuspendido em 1,5 mL de solucdo de bile 1%,
simulando a entrada no duodeno, incubado em banho-maria a 37°C por 10
minutos. Desse mesmo microtubo, foi retirado um mL da suspensao para
diluicdo seriada (10 a 10°) em &gua peptonada (1.0 g/L) e contagem das
células viaveis em Agar MRS.

O contetdo do segundo microtubo contendo 1,5 mL da amostra foi
centrifugado e, apos descartado o sobrenadante, o pellet foi lavado por duas
vezes com PBS pH 8,0. Posteriormente o pellet de células foi ressuspendido
em solucéo de bile 0,3% e pancreatina 0,1% e, ap0s incubacéao a 37°C por 90
minutos, foi retirado um mL da suspenséo para diluicdo seriada (10™ a 10®%) em
agua peptonada (1.0 g/L) e contagem das células viaveis em Agar MRS. As
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placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C/72h, em condi¢cdes
aerobias.

3.6.Analise Sensorial

Os testes de analise sensorial foram realizados em cabines individuais
no Laboratério de Analise Sensorial do Departamento de Andlises
Bromatologicas da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal da Bahia —
campus Ondina, sendo utilizados apenas as amostras que estiverem dentro da
faixa de contagem minima de células probioticas viaveis para que um produto
seja considerado probiotico. Este estudo foi realizado apds aprovacao do
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Farméacia da Universidade
Federal da Bahia (CAAE 67008517.4.0000.8035).

Foi realizado um teste triangular que serve para identificar pequenas
diferencas entre as amostras. Foram oferecidos ao avaliador trés amostras,
duas amostras iguais (polpa sem probiético) e uma diferente (amostra com
probidtico), o avaliador identificou qual das amostras era diferente. Para este
teste foram recrutados 40 avaliadores (Pd = 40%, a = 0,05, B = 0,05), ndo
treinados entre alunos, professores e funcionarios da UFBA.

Todas as amostras foram previamente analisadas quanto os padrfes de
qualidade higiénico-sanitaria (ANVISA, 2001). No momento da analise foram
diluidas em agua potavel na propor¢céo 1:2, homogeneizadas em liquidificador,
sendo apresentadas aos provadores na quantidade de 30 mL cada, servidos
em copos plasticos, codificadas e previamente balanceadas. Sendo avaliados
apenas 0s sucos elaborados a partir de polpas de frutas contendo L.
acidophilus e L. plantarum, separadamente.

3.7.Andlise dos Dados

A andlise de viabilidade e determinacdo de pH foram realizadas em
duplicata. O analisis ANOVA foi feito, seguido do test pos hoc de Dunet,
utilizando o software SPSS versdo 15.0, para as analises de viabilidade. Os
dados foram considerados significativos, tanto para as analises de viabilidade
guanto para as analises sensoriais, quando o valor do p foi < 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com excecdo da polpa de manga com e sem acucar e a solucdo
controle de leite 20% que manteve as contagens de células viaveis elevadas ao
longo do periodo de estocagem, nas demais polpas analisadas (cacau, acerola
e goiaba) a diminuicdo foi gradativa e significativa (p < 0.05) ao longo do
periodo de estocagem. Nos tempos de um, sete e 56 dias, respectivamente,
essas polpas apresentaram (Figura 1 — 4) baixas contagens de células, o que
pode comprometer a capacidade do microrganismo em promover beneficios a
quem o0s consome. Para que um produto tenha alegacdo probittica é
necessario que na porcado consumida o conteudo total de probibticos seja de
10% e 10° UFC, o que aconteceu na polpa de manga em todos os tempos se
considerado o ingestdo de 100g do produto nas quatro cepas utilizadas nesse
estudo (SAAD, 2006; ANVISA, 2008; TRIPATHI; GIRI, 2014).

O nivel inicial médio do L. acidophilus Howaru ® foi de ordem de 8,85
log (UFC.mL™), e ao final do periodo avaliado foi na ordem de 8,18, 8,51 e 8,06
log (UFC.mL™) no leite 20% (p = 0.002), manga (p = 0.065) ou manga com
acucar (p = 0.001), respectivamente. Nao houve diferencas significativas na
polpa de manga sem acglcar, mesmo assim 0S niveis nas outras matrizes
alimentares foram satisfatorios durante o armazenamento (FIGURA 1).

O nivel inicial médio do L. plantarum 299v ® foi de ordem de 8,86 log
(UFC.mL™), e no final do periodo avaliado foi na ordem de 7,89, 7,74 e 7,57log
(UFC.mL™) no leite 20% (p = 0.001), manga (p = 0.010) ou manga com acUcar
(p = 0.001), respectivamente. Houve diferengas significativas nessas trés
matrizes alimentares, mesmo assim 0s niveis permaneceram satisfatorios para
gue o produto seja considerado funcional (FIGURA 2).

O nivel inicial médio do L. casei Shirota® foi de ordem de 8,29 log
(UFC.mL™), e no final do periodo avaliado foi na ordem de 7,49, 7,99 e 7,62 log
(UFC.mL™) no leite 20% (p = 0.001), manga (p = 0.137) ou manga com aclcar
(p = 0.004), respectivamente. Nao houve diferencas significativas na polpa de
manga sem acglcar, mesmo que 0S niveis nas outras matrizes alimentares
sejam significativamente menores, estes foram satisfatorios do ponto de vista
da viabilidade (FIGURA 3).

Finalmente, o nivel inicial médio do L. casei Defensis® foi na ordem de
8,25 log (UFC.mL™), e no final do periodo avaliado foi na ordem de 7,14, 8,01 e
7,63 log (UFC.mL™) no leite 20% (p = 0.001), manga (p = 0.275) ou manga com
acucar (p = 0.074), respectivamente. Nao houve diferencas significativas na
polpa de manga com ou sem agucar, mesmo que 0s niveis no leite tenham sido
significativamente menores, mas também satisfatorios em quantidades
suficientes que promova beneficios a quem os consomem (FIGURA 4).

Fatores como acidez (pH), a presenca de aditivos, conservantes e outros
compostos potencialmente antimicrobianos caracteristicos do proprio alimento,
além das condi¢cdes de processamento tecnoldgico e armazenamento Ssao
alguns fatores limitantes da sobrevivéncia do microrganismo probiético nos
alimentos, sendo um fator que causa o decréscimo no numero de células
probidticas no alimento e devem ser levados em conta na fabricacdo de um
novo produto probidtico (VINDEROLA et al., 2002; CHAMPGNE et al., 2011,
SHORI, 2016). Considerando que as amostras foram submetidas as mesmas
condi¢cdes tecnoldgicas de processamento e armazenamento do produto
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desenvolvido, a composicdo de cada fruta pode ser apontada como fator
principal na diferenca da viabilidade apresentada por cada uma das frutas.

Sabendo que as caracteristicas do alimento podem comprometer a
viabilidade do alimento, a composicdo da fruta e seu comportamento na
inibicdo de microrganismos devem ser cuidadosamente estudados, afim de que
esta composicdo nao atue inibindo o crescimento desejavel de microrganismos
probidticos. As frutas sdo consideradas uma categoria de alimentos muito
heterogénea quanto a composi¢cdo quimica, 0 que torna a sobrevivéncia das
cepas muito variavel (BURITI; KOMATSU; SAAD, 2007; CRUZ et al., 2009;
TRIPATHI; GIRI, 2014).
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Figura 1. Viabilidade (log UFC.mL'l) do Lactobacillus acidophilus Howaru® em polpas de frutas
durante a estocagem a -20 °C por 336 dias (S3% - com sacarose 3%). Os valores representam
uma média (n=2).
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Figura 2. Viabilidade (log UFC.mL™) do Lactobacillus plantarum 299v® em polpas de frutas
durante a estocagem a -20 °C por 336 dias (S3% - com sacarose 3%). Os valores representam
uma média (n=2).
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Figura 3. Viabilidade (log UFC.mL™) do Lactobacillus casei Shirota® em polpas de frutas
durante a estocagem a -20 °C por 336 dias (S3% - com sacarose 3%). Os valores representam

uma média (n=2).
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Figura 4. Viabilidade (log UFC.mL'l) do Lactobacillus casei Defensis® em polpas de frutas
durante a estocagem a -20 °C por 336 dias (S3% - com sacarose 3%). Os valores representam

uma média (n=2).

Segundo Céspedes e colaboradores (2013) a estabilidade probidtica de
um determinado produto alimentar € uma caracteristica individual e especifica
daquele produto. Corroborando com os resultados apresentados neste estudo,
onde cada uma das quatro variedades testadas apresentou diferentes
resultados no teste de viabilidade.

Este estudo demonstra que € possivel disponibilizar no mercado mais
um alimento probiotico a base de frutas, fazendo uma correta selecdo da cepa
e da fruta. Corroborando com outras pesquisas desenvolvidas nesta linha.
Martins e colaboradores (2016) avaliaram o potencial da salada de frutas como
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veiculador de L. rhamnosus HNOO1 constatando que as frutas minimamente
processadas obtiveram contagem de probidticos similares aos valores
encontrados em fermentados lacteos, constatando uma alta aderéncia das
células probidticas ao tecido das frutas tais como abacaxi, manga e,
principalmente, banana, goiaba e maga.

Vasconcelos et al. (2014) desenvolveram um mix de acai contendo
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis, com e sem inulina,
conservado a -18°C e observaram contagens iniciais de células viaveis de 6,11
log UFC/g nas duas culturas em ambos os mixes. Céspedes et al. (2013),
avaliando o desempenho de L. casei, hormalmente empregadas em produtos
laticos, em bebidas n&o laticas refrigeradas concluiram que as culturas
probidticas comerciais podem ser adicionadas em sucos de frutas desde que
haja cuidado com a selecao do produto especifico, que garantam a viabilidade
da célula, seus estudos comprovaram também que incorporadas nessas
matrizes as células se mantiveram viaveis nos testes de simulacdo da digestédo
gastrica.

Nagpal, Kumar e Kumar (2012), demonstraram que as culturas de L.
acidophilus e L. plantarum sdo capazes de sobreviver em suco de tomate,
laranja e uva por até 72h em condi¢fes de alta acidez e baixo pH, validando o
uso de suco de frutas como veiculo ideal para os probiéticos. Santos et al.
(2008) ao desenvolverem suco de frutas com adicdo de 10® UFC/mL de L.
acidophilus e 10% de oligofrutose, incubado a 8°C por 8 dias, obtiveram
contagem minima necessaria para ser considerado um produto probiético.

As cepas L. acidophilus Howaru, L. casei Shirota e Defensis, ndo tiveram
diferencas significativas na polpa de manga sem acucar. A presenca do agucar
no congelamento pode ser um ingrediente protetor dependendo da velocidade
de congelamento (fator ndo controlado neste estudo).

A sacarose gquando incorporados ao produto € capazes de amenizar 0s
efeitos da pressdo osmoética sofrida pela células bacterianas durante o
processamento e descongelamento (SAARELA et al., 2006; SCHMIDT,
PEREIRA, 2011; THRIPATHI; GIRI, 2014), porém nesta pesquisa a presenca
de sacarose nao foi importante para a sobrevivéncia das células probidticas. Ao
contrario do esperado, no caso das cepas L. acidophilus Howaru, L. casei
Shirota e Defensis na sua presenca alcancaram valores menores.

Os valores de pH permaneceram constantes durante o periodo de
armazenamento, como demonstrado na Tabela 1. Este parametro indica a
eficiéncia do congelamento, o resultado indica que o congelamento rapido foi
eficaz, de forma que os solutos foram aprisionados pelos cristais de gelo em
formacdo promovendo uma maior dispersdo dos solutos na fase né&o
congelada. De acordo com Vasconcelos e colaboradores (2014) a reducao na
concentracdo de solutos, resulta na diminuicdo da forca ibnica e consequente
menores variagdes nos valores de pH.

Dos tantos fatores intrinsecos da fruta atrelados a sua composicao, que
podem influenciar na viabilidade das culturas probiéticas, uma das principais
limitagGes para incorporacdo dos microrganismos probioticos € o pH baixo das
frutas. (BURITI; KOMATSU; SAAD, 2007; CRUZ et al., 2009; TRIPATHI; GIRI,
2014). Entre as frutas testadas neste estudo a manga se destacou pois, além
de ter um alto teor de carboidratos e fibras dietéticas na sua composicéo
(RIBEIRO et al., 2008; JAHURUL et al., 2015), esta também apresentou os
valores de pH mais elevados quando comparadas as demais frutas testadas.
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As bactérias do género Lactobacillus sdo consideradas mais adequadas a
utilizacdo em frutas por serem mais resistentes ao pH baixo e possuirem maior
adaptacao aos alimentos, sendo tecnologicamente mais adequados para este
fim (SILVA et al, 2010; ARGYRI at al., 2013; TRIPATHI; GIRI, 2014).

Apesar de a viabilidade ser mantida em log na ordem de 8 — 7, durante a
simulacdo a digestdo gastrointestinal nas polpas de manga com probidtico
houve uma reducédo de até seis ciclos log nas amostras avaliadas apds um dia
de congelamentos em trés das quatro combinacdes analisadas, apenas a
combinacdo C6 apresentou redugcdo de quatro ciclos log (Figura 5). Na
avaliacdo apos seis meses houve uma reducdo ainda maior, as amostras
deixaram de apresentar resisténcia ao pH acido do estbmago, acontecendo
morte celular completa em todas as amostras, como demonstrado na Figura 6,
indicando que a resisténcia gastrointestinal pode mudar ao longo da vida de
prateleira do produto.

Diferente desse estudo, Céspedes e colaboradores (2013) observaram
um aumento gradual da resisténcia gastrica in vitro das células de L. casei LC-
01 e BGP 93 incorporadas em diferentes sabores de suco de frutas estocada a
5 e 20° C durante 28 dias, sendo que os melhores resultados para simulacao
gastrica foram alcancados pelo suco de péssego armazenado a 20°C no
vigésimo oitavo dia. Esses autores ainda afirmam que os testes gastricos in
vitro sdo uteis para avaliar impactos dos fatores tecnolégicos, armazenamento
ou da matriz alimentar, esta resisténcia pode mudar ao longo do tempo de
armazenamento e da composi¢cdo da matriz alimentar, podendo ainda haver
discrepéncias entre os ensaios digestdo gastrica in vivo e in vitro.

Pesquisa realizada por Vinderola e colaboradores (2011) demonstrou
diferentes resultados para simulagcdo da resisténcia géastrica in vitro em leites
fermentados com L. casei de sabores, tempo e temperatura (5 e 20° C) de
armazenamento variados, em que os leites fermentados apesar de manterem a
viabilidade celular probi6tica em niveis aceitaveis durante o armazenamento,
notaram uma diminuicdo da resisténcia celular a acidez gastrica ao longo do
tempo de armazenamento.

Estudo realizado por Saarela e colaboradores (2006) relatou uma
reducdo progressiva da resisténcia gastrica simulada em sucos de frutas
contendo Bifidobacterium animalis subsp. lactis mantidas em temperaturas de 4
e 20° C por 6 semanas.

Como neste estudo para polpa de manga e em todos os citados nao
houve reducdo significativa na viabiliadade das células ao longo do
armazenamento, como foi observado na polpa de manga incorporada com as
células probidticas, no entanto percebe-se que ao longo do armazenamento
ocorreu uma diminuicdo na resisténcia celular a acidez gastrica simulada, o
que acarretaria numa provavel perda da funcionalidade dessas células em
guestao.

Tanto nos testes de viabilidade quanto nos testes de resisténcia gastrica
a amostra de leite a 20% obteve melhores resultados do que a do suco.
Resultado ja esperado uma vez que o leite possui todas as caracteristicas
desejaveis para uma boa matriz alimentar, sendo o pH préximo a neutralidade,
uma das principais caracteristicas favoraveis (SAARELA, 2006; ANTUNES et
al., 2013; BURNS et al., 2014).
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Tabela 1. Evolugdo do pH nas diferentes combinacdes de polpas de frutas e culturas

probidticas durante a estocagem a -20 °C por 336 dias.

Tempo de Estocagem (dias)

Cultura Amostra
0 1 7 14 28 56 84 168 308
Manga$3%  4,21:001  427:0,02  426£002  4,22¢002  424t000  4,08:0,03  4,10:001  4,00:0,00  4,20:0,01
Manga 4255000  422$0,02  4,33:0,00  427:001  4,2940,03  4,09:0,03  4,20:008  4,02:003  4,19:0,01
Goiaba$3%  4,00:0,00  3,94t001  3,90:0,01  4,08t001 379005  3,75t0,07  3,76£0,03 NR NR
Goiaba 3,90:0,00  3,91#001  3,95:0,01  4,07t0,01  3,76:0,03  3,78t0,04  3,80£0,02 NR NR
L acidophilus  ACCrOlaS3% 3795001 3801005 3824003  369:000 348006 NR NR NR NR
Acerola 3,72¢001  3,70:0,00  3,77:001  3,71¢0,04  3,49:0,04 NR NR NR NR
Cacaus3%  3,8610,03  4,02:001  3,91¢002  3,79:0,04  3,59:0,01 NR NR NR NR
Cacau 3,87:0,00  4,02¢0,01  3,87:001  3,84t001  3,48:0,01 NR NR NR NR
Sacorose3%  7,03:0,02  7,21:001  7,28:0,05  7,21:003  6,86:001  7,34:0,09  7,19¢0,01  7,10:0,03  7,38£0,08
Leite 20% 6,940,001  693t001  7,02¢0,06  6,99+0,03 6624001  6,64t003 679001  6,92+0,06  6,80+0,04
Manga$3%  4,25:001  427:+001  432t001  4,27+001  427t0,02  4,14+0,02  4,10:0,06  4,02¢0,00  4,24:0,01
Manga 417:001  421:001 432001  427:001  4,25:0,04  4,12:004  4,09t001  3,98:0,02  4,200,01
Goiaba$3%  3,92¢0,01  3,95:001  3,94#0,00  4,08:001  3,800,01  3,83:0,05  3,7740,02 NR NR
Goiaba 3,95:001  3,93t0,01  3,98:0,00  4,07t0,01  3,80:0,02  3,83t001  3,85:0,02 NR NR
Acerola$3%  3,74:0,01  3,72t001  3,77¢0,01  3,67:001  3,43%0,09 NR NR NR NR
L. plant
. plantarum
Acerola 3,7010,01  3,73t0,02  3,83:0,01  3,69t0,01  3,5440,00 NR NR NR NR
Cacaus3%  3,96:0,01  4,02:001  3,89+001  3,80:0,05  3,620,02 NR NR NR NR
Cacau 3,91:0,00  4,04t0,01  3,88:001  3,86:0,00  3,48:0,05 NR NR NR NR
Sacorose3%  7,06¢0,01  7,15:0,00  7,22¢0,11  7,18:0,08  6,90¢0,01  7,04:001  7,45:0,10  7,03:0,02  7,1240,12
Leite 20% 6,90¢0,01  6,95t0,00  7,03:0,08  6,98t001  6,64:000  6,69t0,04  674:001  687+0,01  6,88+0,01
Manga $3%/ 4243001  426t001  430:0,02  426:001 4241002  4,17:0,03  4,06:0,04  400:001  4,22+0,01
Manga 42040,00  4,19:001 4,290,001  4,24:001 4204002  4,06:0,03 4,040,004  3,95:001  4,1840,02
Goiaba$3%  3,99+0,01  3,94:001 3,950,001  4,08:001  3,75:0,05  3,84+0,05  3,80£0,01 NR NR
Goiaba 3,95:001  3,93t001  3,96:0,01  4,05:001 3,810,083  3,82t0,00  3,7840,02 NR NR
o Acerola$3%  3,74+0,01  3,72:001  3,79+0,01  3,66:0,00  3,43%0,04 NR NR NR NR
L. casei Shirota
. ! I,
Acerola 3,70¢0,00  3,69t0,01  3,81#0,01  3,67+0,01  3,54:0,05 NR NR NR NR
Cacaus3%  3,98:0,01  4,03:000  3,90:001  3,85:0,01  3,59+0,02 NR NR NR NR
Cacau 3,9240,00  4,00£0,01  3,8740,01  3,84+0,01  3,53%0,00 NR NR NR NR
Sacorose 3%  7,39+0,01  7,43:0,01  7,52¢0,06  7,40:0,02  7,20¢0,02  7,28:0,02  7,47¢001  726:001  7,46%0,07
Leite 20% 6,93:001  7,04£001  7,06:004  7,02¢002 666001  673t001  6,770,02  6,88:002  6,91£0,00
Manga$3%  4,17:t001 4224001  429t001  4,23:0,01  422t001  4,100,02  4,02:t004  3,95t001  4,21:0,00
Manga 4231002  424:001  4,36:0,00  429:0,00  429+0,01  4,13:0,04 4,110,002  4,04:000  4,2240,01
Goiaba$3%  4,01:0,00  3,94t001  3,91#001  4,08:0,00  3,730,04  3,68:0,00  3,76+0,06 NR NR
Goiaba 3,91:005  3,95:0,01  3,97:0,02  4,08¢0,01  3,80:0,02  3,83t0,00  3,75:0,09 NR NR
L. casei Acerola$3%  3,69+0,01  3,68:0,02  3,7840,02  3,67:001  3,36+0,04 NR NR NR NR
ot
efensis Acerola 3,7240,01  3,72¢0,00  3,800,01  3,65¢0,01  3,55:0,01 NR NR NR NR
Cacaus3%  3,97¢0,00  4,03:0,02  3,890,01  3,85:000  3,62+0,00 NR NR NR NR
Cacau 3,36:0,00  4,06¢001  3,88:0,01  3,83t0,01  3,47:0,01 NR NR NR NR
Sacorose3%  6,68:0,01  7,14t001  7,31021  7,24:0,09  6,66:0,07  684:0,15  7,20:0,00  6,80:0,06  6,92+0,07
Leite 20% 6,95:001 6,950,001  7,06:005  7,02¢4002 665001  6,76t0,02  6,79+001  687t001  6,88+0,01

(NR: Né&o realizado)
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Figura 5. Viabilidade (log UFC.mL™) na resisténcia a digestdo gastrica simulada (1- solucéo
salivar; 2- 30 minutos pH 2,5; 3- 60 minutos pH 2,5; 4- 90 minutos pH 2,5; 5- solucéo bile; 6-
solucdo bile+pancreatina) em polpas de manga e leite com L. acidophilus (La) e L. plantarum
(Lp) durante a estocagem a -20 °C por ap6s um dia de congelamento (S3% - com sacarose
3%). Os valores representam uma média (n=2).
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Figura 6. Viabilidade (log UFC.mL™) na resisténcia a digestdo gastrica simulada (1- solucéo
salivar; 2- 30 minutos pH 2,5; 3- 60 minutos pH 2,5; 4- 90 minutos pH 2,5; 5- solucéo bile; 6-
solucdo bile+pancreatina) em polpas de manga e leite com L. acidophilus (La) e L. plantarum
(Lp) durante a estocagem a -20 °C por ap6s 168 dias (~06 meses) de congelamento (S3% -
com sacarose 3%). Os valores representam uma média (n=2).

Na analise sensorial os avaliadores, apesar de descreverem dificuldade
na avaliacdo, detectaram diferengca nas caracteristicas sensoriais entre as
amostras polpas de manga com L. acidophilus e as amostras padrao sem
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probioticos. Ja as amostras de polpa de manga com L. plantarum
demonstraram similaridade estatisticamente significativa entre as amostras
com e sem o0 probidtico (Tabela 3). Neste trabalho, as amostras utilizadas
possuiam inéculo inicial elevado, no caso da polpa com L. acidophilus (quase
na ordem de 0 log UFC.mL™). Tendo em vista que ja foi reportado que um
in6culo inicial dessa espécie pode afetar negativamente as propriedades
sensoriais (OLSON; ARYANA, 2008) e o fato que esta cepa manteve uma alta
viabilidade, o in6culo dela poderia ser reduzido em uma ordem logaritmica,
atingindo assim valores de células viaveis ainda adequados para o produto ser
considerado probiético e muito provavelmente jA& ndo sendo percebido
sensorialmente.

Sabe-se que a analise sensorial permite observar quais caracteristicas
dos alimentos sado mais afetadas quando se acrescenta o probiético. Manter as
caracteristicas sensoriais do alimento convencional apés o acréscimo do
ingrediente que o torna funcional € uma caracteristica fundamental para a
aceitacao pelo consumidor, ja que o sabor é o principal motivador para selecéo
do alimento, seguido pelo beneficio a salde, ter uma boa aceitacao sensorial &
muito importante para insercdo de um novo produto no mercado (SIRO et al.,
2008; CRUZ et al., 2009; GRANATO et al., 2010).

Tabela 2. Resultado do teste sensorial triangular para deteccdo de diferenca sensorial nas
combinag¢@es de polpas de mangas com culturas probidticas (p<0,05).

Acertos Erros Total de Avaliadores
L. acidophilus 26 14 40
L. plantarum 14 26 40

5. CONCLUSAO

Constatou-se com este estudo que nem todas as polpas de frutas
podem ser consideradas boas como matrizes alimentares para a incorporacao
de microrganismos probidticos, sendo que neste estudo apenas a polpa de
manga sem acgucar demonstrou contagem de células viaveis aceitaveis durante
todo o periodo de armazenamento avaliado, sem diferencas significativas
guanto ao conteudo inicial de células viaveis, para 3 das 4 cepas avaliadas.
Verificou-se que o acréscimo da sacarose nao foi positivo para viabilidade das
células probidticas. Quanto os valores de pH estes foram constantes durante o
armazenamento das polpas. Houve um decréscimo ao longo do periodo de
armazenamento nas contagens de células apos a simulacdo gastrointestinal in
vitro. Sensorialmente os avaliadores n&do detectaram modificagbes em polpa de
manga incorporadas com L. plantarum, o que deixa esta combinacdo em
vantagem sobre o L. acidophillus, mesmo assim alternativas tecnolégicas,
como a diminuicdo do nivel inicial da cepa, neste caso podem levar ao
consumidor um produto com altos niveis de células viaveis, mais sem prejuizo
as propriedades sensoriais.
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