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Resumo. Atualmente a busca por alimentos vai além do sabor, os consumidores procuram também
beneficios ao se alimentar, ou seja, alimentos com caracteristicas funcionais. Neste cendrio, 0
desenvolvimento de uma barra de fruta probidtica atende a esta demanda, uma vez que une o
beneficio do consumo da fruta a funcionalidade dos microrganismos probidticos. Este trabalho teve
como objetivo avaliar a sobrevivéncia de Bifidobacterium animalis subsp. lactis livre e
microencapsulado, adicionado a uma matriz de ameixa (base para a producdo de uma barra de
ameixa), com diferentes valores de atividade de agua (aw), durante 28 dias de armazenamento. O
microrganismo mostrou-se menos resistente na matriz de ameixa com atividade de agua 0,795 e
maior resisténcia no produto com aw de 0,585. A microencapsulacdo aumentou em 2,5 logs a
sobrevivéncia da bactéria na matriz de ameixa com atividade de agua de 0,795, ap6s 21 dias de
armazenamento a 5 °C.

Introducéo

As frutas na forma de snacks, em barras, atendem aos requisitos de conveniéncia e
praticidade, saudabilidade e bem-estar, e ainda sensorialidade e prazer, exigidos atualmente pelo
consumidor (Brasil Food Trends 2020, 2010).

Entre as frutas, € conhecido que ameixas secas apresentam efeito laxativo. Segundo
Stacewicz-Sapuntzakis et al. (2001), esse efeito pode ser explicado pela presenca de fibras, grandes
quantidades de sorbitol e possiveis compostos fenolicos.

Alimentos probioticos fazem parte do grupo de alimentos funcionais. Nesses produtos,
microrganismos probioticos sdo adicionados de forma a conferir beneficios a saude quando
ingeridos em quantidades adequadas (Hill et al., 2014).

A aplicacdo de culturas probidticas em produtos ndo lacteos representa uma mudanca
significativa no mercado, entretanto a viabilidade dos microrganismos sera funcao de varios fatores,
tais como, pH, atividade de agua, temperatura da estocagem, e disponibilidade de oxigénio
(Oliveira, 2002).

As barras de frutas possuem baixo pH e baixa atividade de agua, condicGes desfavoraveis a
sobrevivéncia de probidticos. Alteracfes nesses parametros podem influenciar de forma decisiva a
sobrevivéncia das bactérias e a viabilidade técnica do desenvolvimento de produtos com tais
caracteristicas. A estabilidade do microrganismo probi6tico no alimento e sua capacidade de
sobreviver a passagem pelo trato digestorio e atingir o c6lon em ndmero elevado, sdo os principais
desafios enfrentados pela inddstria. Uma maior resisténcia dos probidticos aos ambientes adversos
pode ser obtida com o processo de microencapsulacéo, ou seja, 0s probio6ticos sdo incorporados em
uma matriz polimérica ou membrana de revestimento que protege as células dos microrganismos
(Anal & Singh, 2007).

Dessa forma, estudos que correlacionem a viabilidade do probiotico, livre e encapsulado,
com fatores intrinsecos do alimento sdo fundamentais para que novos produtos sejam desenvolvidos
(Desai e Park 2005).

De forma contribuir para o desenvolvimento de produtos probidticos ndo lacteos, o presente
trabalho teve como objetivo o estudo da sobrevivéncia do probidtico Bifidobacterium animalis
subsp. lactis adicionado em matriz de ameixa com diferentes valores de atividade de agua, assim
como avaliar a influéncia da microencapsulacao na viabilidade do microrganismo.



Material e Métodos

Preparo das matrizes de ameixa
As matrizes de ameixa, base para a produgéo das barras de fruta, foram preparadas segundo
as formulacgdes apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Formulagbes das matrizes de ameixa

Formulacéo
Ingrediente (%) 1 2 3e4
Sacarose 34,95 20,00 4,95
Xarope de glicose 4,95 4,95 4,95
Ameixa 59,00 59,00 59,00
Agua 0,00 14,95 30,00
Cloreto de célcio 0,10 0,10 0,10
Pectina BTM 1,00 1,00 1,00

Para a producdo das matrizes de fruta, a ameixa seca foi adicionada ao equipamento
Thermomix (VORWERK) juntamente com 50% da agua e 25% da massa total de sacarose
(UNIAO) e a mistura foi homogeneizada por 5 minutos a 37°C. Em seguida, 0 xarope de glicose
(Karo), a pectina (Dupont — LC 950) e o restante da sacarose e agua foram adicionados, e
homogeneizados na velocidade 4 a 70°C por 2 minutos. Por fim, foi adicionado o cloreto de calcio e
a massa foi homogeneizada. A mistura permaneceu em aquecimento a 70°C e a cada 10 minutos foi
retirada uma amostra para determinacdo de sélidos soltveis (Brix) em refratbmetro (Biobrix) e da
atividade de agua (Acqualab). O pH da massa de ameixa foi determinado em potenciémetro
(Metler), sendo este 3,86 para todas as matrizes.

Para as formulacGes 3 e 4 a variante durante o processo foi o tempo de aquecimento, sendo
ele menor para a formulagéo 4.

Preparo da cultura probiotica

Uma massa de 0,1 g da cultura liofilizada de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12
(Chr. Hansen) foi homogeneizada (STOMACHER, Seward) a 260 rpm por 2 minutos com 100 mL
de solucdo salina estéril 0,85%. Uma aliquota de 0,1mL dessa suspensao foi adicionada em 100 mL
de caldo MRS (Oxoid) com 5% de solucdo de cisteina a 10%, e incubada a 37°C durante 20 horas.
O caldo foi centrifugado (Mega 21R, Hanil) a 6000 rpm em temperatura de 4°C por 15 minutos e 0
sobrenadante descartado. As células foram lavadas com solucdo salina 0,85% estéril e centrifugadas
nas mesmas condi¢des anteriores. O pellet obtido foi suspenso em 4,2 mL de solucédo salina 0,85%,
e a suspensao utilizada para a encapsulacdo ou incorporacao direta na matriz de fruta.

Microencapsulagéo

A técnica de encapsulacdo utilizada foi a de extrusdo conforme descrita por Boscarioli
(2010) com modificacdes. A solucdo encapsulante de alginato de sédio 1,0 % contendo 3,0% da
suspensdo de bactéria probidtica foi aspergida, através de um bico aspersor (1,5 mm de diametro de
abertura), em uma solucdo de cloreto de célcio 0,1 M na qual as capsulas eram formadas. As
capsulas permaneceram 30 minutos na solucdo antes de serem separadas por filtragdo com duas
peneiras de aco inox de diferentes aberturas de malha, 710 e 250 um. A lavagem foi feita com
solucdo salina 0,85% estéril e as capsulas retidas na peneira com abertura de 250 um foram
adicionadas a barra de ameixa.




Adicdo do microrganismo a matriz de fruta

A adicdo do microrganismo a matriz de fruta foi feita com as células livres e encapsuladas.
Para a adi¢cdo das células livres, 1 mL da suspensdo do microrganismo, obtida apds a centrifugacdo
do cultivo em caldo MRS, foi adicionado em 100 g de cada matriz de ameixa. A massa foi
homogeneizada manualmente e distribuida em recipientes de polipropileno de 50 mL que foram
embalados a vacuo e armazenados a 5°C.

Para a adicdo das células encapsuladas, para cada 18 g da matriz de ameixa com atividade de
agua de 0,795 (Formulacdo 3) foram adicionados 2 g de capsulas. A mistura foi homogeneizada
com auxilio de espatula esterilizada, embalada em recipientes de polipropileno de 50 mL a vacuo e
armazenada a 5°C.

Anélise microbioldgica

A analise microbiolégica foi realizada segundo Lima KGC, Kruger MF, Behrens J, Destro
MT, Landgraf M, Franco BDGM. Amostras de 10 g da matriz de ameixa com o probiotico livre
foram diluidas em 90 mL de solucéo salina 0,85% estéril e homogeneizadas em STOMACHER a
260 rpm por 5 minutos. A matriz de ameixa com probi6tico encapsulado foi diluida em tampao
fosfato (pH 7,3) e homogeneizada em STOMACHER a 260 rpm por 10 minutos. A partir destas
suspensdes, diluicbes decimais seriadas foram realizadas e aliquotas de 1 mL foram inoculadas em
agar MRS contendo 5% de solucdo de cisteina a 10% e as placas incubadas em anaerobiose
(AnaeroGen — Oxoid ) a 37,0 °C por 72 horas.

Determinagéo do tempo de reducéo decimal k

O tempo de reducdo decimal do nimero de Bifidobacterium nas matrizes de ameixa com
diferentes valores de atividade de dgua foram obtidos a partir da equacéo linear que correlaciona o
numero de bactérias sobreviventes com o tempo de armazenamento (Equacéo 1).
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Onde:

N: numero de bactérias em determinado tempo de armazenamento da matriz de ameixa
No: numero de bactérias no inicio do armazenamento da matriz de ameixa

t: tempo de armazenamento (dias)

k: tempo de reducédo decimal (dias)

Resultados e Discusséo
Teor de s6lidos soltveis e atividade de agua das matrizes de ameixa

Os valores finais da porcentagem de sélidos solUveis para as matrizes com diferentes valores
de atividade de agua estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores de so6lidos sollveis e Aw das matrizes de ameixa

Formulacgéo Aw Brix
1 0,585 + 0,003 82,8
2 0,674 + 0,006 75,7
3 0,795 + 0,005 65,5
4 0,887 + 0,002 53,4




Os resultados das contagens de Bifidobacterium animalis subsp. lactis, adicionado livre nas
matrizes de ameixa com diferentes valores de atividade de agua, durante os 28 dias de
armazenamento podem ser observados na Figura 1.
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Figura 1- Contagem de Bifidobacterium animalis na matriz de
ameixa durante o armazenamento a vacuo a 5 °C

Para valores de atividade de agua 0,795 e 0,887, é possivel observar um decaimento da
contagem de B. animalis maior quando comparado a reducdo para valores de atividade de agua
igual a 0,585 e 0,674. Este fato pode ser constatado na Tabela 3, que mostra o tempo de reducédo
decimal, e o coeficiente de determinacéo para os ajustes lineares, para cada formulagéo.

Tabela 3- Parametros do modelo para diferentes valores de atividade de dgua

Formulagio k (dias) R?
1 35,7 0,905
2 27,8 0,952
3 3,4 0,993
4 4.4 0,959

Verifica-se na Tabela 3 que os ajustes obtidos para os modelos foram adequados, com
coeficiente de determinacdo variando entre 0,905 e 0,993. Observa- se também que o tempo de
reducdo decimal na matriz de ameixa com atividade de agua de 0,795 (formulacdo 3) e 0,887
(formulacéo 4) foi 10,5 e 8,1 vezes menor, respectivamente, quando comparado com o produto com
atividade de agua de 0,585. Na matriz com atividade de agua de 0,795, no 28° dia de
armazenamento, ndo foi mais possivel detectar a presenca do probidtico, e no produto com
atividade de agua 0,887 a contagem final foi de 10 UFC.g™.

Com base nos dados apresentados na Tabela 3, pode-se estimar que as matrizes de fruta com
atividade de agua 0,585 e 0,674 apresentariam contagem elevada mesmo apds 28 dias, uma vez que
para a reducdo de 90 % da populacdo ou 1 ciclo log, seriam necessarios 35,7 e 27,8 dias
respectivamente.

Segundo Isolauri (2001), um produto probiotico deve apresentar contagem maior ou igual a
1-10° células viaveis-g* ou mL do produto, logo as matrizes de ameixa com atividade de agua
0,795 e 0,887 seriam consideradas probioticas apenas durante 7 dias de armazenamento a 5 °C. Por
outro lado, as matrizes de ameixa com atividade de &gua 0,585 e 0,674, atenderam ao critério
recomendado pelos 28 dias de armazenamento.

Com o intuito de avaliar o efeito da encapsulagéo, o microrganismo microencapsulado em
alginato de célcio foi adicionado na matriz de fruta com atividade de agua 0,795, condicdo mais



desfavoravel para a sobrevivéncia da bactéria. Como controle, a viabilidade de B. animalis livre na
mesma matriz também foi avaliada, e os resultados estdo apresentados na Figura 2.
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Figura 2 - Contagem de Bifidobacterium animalis livre e encapsulado
em matriz com aw 0,795 durante armazenamento a vacuo a 5 °C

E possivel notar que o microrganismo encapsulado apresentou menor velocidade de morte
(Tabela 4), quando comparado ao microrganismo livre. A encapsulacdo aumentou o tempo de
reducdo decimal de B. animalis na matriz de ameixa em cerca de 36 %. Entretanto, apos 28 dias de
armazenamento, a contagem da bactéria microencapsulada na matriz de fruta atingiu valores muito
reduzidos, cerca de 100 UFC.g™.

Tabela 4 - Parametros do modelo para atividade de dgua 0,795

Microrganismo k (dias) R?
Livre 3,3 0,956
Microencapsulado 4,5 0,925

Os resultados mostraram que a atividade de agua de uma matriz de ameixa influencia de
forma decisiva a sobrevivéncia do probi6tico. A menor viabilidade da bactéria ocorreu no produto
com aw com valor proximo a 0,8, e a maior sobrevivéncia, no produto com aw proxima de 0,6.
Embora a microencapsulacdo tenha aumentado a sobrevivéncia do microrganismo, a contagem na
matriz de ameixa com atividade de 4gua de 0,795 ndo permaneceu em um namero suficiente para o
produto ser considerado probidtico ap6s 15 dias de armazenamento.

Antunes et al. (2013) avaliaram a viabilidade do desenvolvimento de néctar de acerola
probidtico, adicionando Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB-12, utilizando as células livres e
microencapsuladas por spray dryer com agente encapsulante, ftalato de acetato de celulose. O
probidtico adicionado microencapsulado, apresentou uma diminui¢do de viabilidade menor que
0,5log UFC-mL? em 30 dias de armazenamento sob refrigeracdo, enquanto a forma livre,
apresentou reducdo de viabilidade de 0,5 log UFC-mL™ nos primeiros 5 dias de armazenamento. No
presente estudo o aumento da viabilidade da bactéria microencapsulada foi bem menor que o
observado por Antunes et al. (2013), indicando que novos estudos devem ser condizidos com outros
materias encapsulantes.



Conclusdes

A atividade de agua mostrou-se como fator de grande influéncia na sobrevivéncia de
Bifidobacterium animalis Bb-12 em matriz de ameixa.

FormulacOes das matrizes de ameixa com atividade de agua de 0,59 e 0,67 mostraram ser
adequadas para o desenvolvimento de novos alimentos probidticos.

A encapsulacdo mostrou ser uma tecnologia com potencial para aumentar a sobrevivéncia de
probiético em produtos a base de frutas com atividade de &gua com valor préximo a 0,8.
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