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RESUMO

Os microrganismos probioticos, Lactobacillus acidophilus NCFM e Bifidobacterium
lactis BI-04, foram encapsulados em alginato de célcio e também em alginato de
célcio contendo um dos ingredientes prebidticos (amido resistente ou goma acacia).
A sobrevivéncia dos probibticos encapsulados foi avaliada apés a secagem em
secador de bandejas a 38°C por 4 h e em sorvete de base lactea, armazenado
durante 210 dias a - 18 °C. A influéncia dos microrganismos encapsulados na
aceitacdo sensorial do sorvete também foi avaliada. Através da tecnologia de
encapsulacao utilizada foi possivel obter capsulas com populagao inicial de ambos
os microrganismos, de 10°UFC/g. A goma acacia e o amido resistente nao
influenciaram significativamente o diametro das capsulas que apresentaram em
média, 427 £ 11 um. A secagem das capsulas reduziu significativamente a
populacdo dos microrganismos probidticos em todos os tratamentos estudados,
entretanto a presenca de goma acacia aumentou a sobrevivéncia de ambos os
microrganismos apds a secagem em secador de bandejas, enquanto o amido
resistente favoreceu apenas a sobrevivéncia de L. acidophilus. O congelamento do
sorvete nao reduziu a populacao dos microrganismos probiéticos encapsulados ou
mesmo quando adicionados livres. A encapsulacdo e a presenca dos prebibticos
nao influenciaram significativamente a sobrevivéncia de Bifidobacterium lactis no
sorvete armazenado por 210 dias, enquanto a sobrevivéncia de L. acidophilus foi
favorecida no sorvete com microrganismo encapsulado em alginato de calcio
contendo goma acacia. Apdés 210 dias de armazenamento, a populacdo de
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis permaneceu acima de 107 e 10®
UFC/g, respectivamente, em todas as condi¢ces avaliadas, indicando que o sorvete
pode ser considerado um veiculo adequado para incorporacao de probio6ticos. Nao
houve diferenca significativa na aceitacdo sensorial do sorvete com e sem

microrganismos encapsulados.

Palavras chaves: Probioticos. Prebioticos. Encapsulagédo. Sorvete.



ABSTRACT

The probiotics, Lactobacillus acidophilus NCFM and Bifidobacterium lactis Bl-04,
were encapsulated in calcium alginate beads and also in calcium alginate containing
prebiotics ingredients (resistant starch or acacia gum). The survival of encapsulated
probiotics was evaluated when dried in a tray drier at 38 °C for 4 h and also in dairy
ice cream stored at -18 °C for 210 days. The influence of encapsulated
microrganisms in the acceptability of ice cream was also evaluated. The results
showed that the used encapsulation technology allowed to obtain beads with initial
population of both microorganism of 10° cfu/g. The mean diameter of beads was
427 £ 11 ym and there was no significant influence of acacia gum and resistant
starch. The drying process significantly reduced the population of encapsulated
probiotic microorganisms in all treatments. However the presence of acacia gum
increased the survival of both microorganisms after drying in a tray drier, while the
resistant starch only favored the survival of L. acidophilus. The frozen process did not
reduce the population of free cells or encapsulated probiotics in ice cream. The
encapsulation and the presence of prebiotics did not influence the survival of
Bifidobacterium lactis in ice cream stored for 210 days while the survival of
L. acidophilus was favored in ice cream with microorganisms encapsulated in calcium
alginate containing acacia gum. After 210 days of storage, the population of
Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium lactis remained above 10’ and
108 cfu/g, respectively, in all conditions, indicating that ice cream can be considered a
suitable vehicle for probiotic incorporating. The addition of encapsulated probiotics
had no significant effect on sensory acceptability of ice cream.

Key words: Probiotics. Prebiotics. Microencapsulation. Ice cream.
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1. INTRODUCAO

Atualmente ha um grande interesse dos consumidores por uma alimentacao
saudavel, que favoreca o bem estar fisico e auxilie na prevencao de doencas. Para
atender a esta demanda, a industria de alimentos busca cada vez mais inovagdes,
sem deixar de lado a preocupacao com as caracteristicas sensoriais do produto, fato
que tem ocasionado um aumento no mercado de alimentos funcionais. Segundo a
Associacdo Brasileira da Industria de Alimentos Dietéticos e para Fins Congéneres,
estima-se que o mercado de alimentos funcionais esteja por volta dos 60 milhdes de
dolares no mundo e que o0 avancgo deste tipo de alimento gira em torno de 20% ao
ano (AGENCIA BRASIL, 2008).

Alimentos funcionais sdo aqueles que além das fungdes nutricionais basicas,
quando consumidos na dieta usual, produzem efeitos metabdlicos e/ou fisiol6gicos
benéficos a saude, devendo ser seguro para 0 consumo sem supervisdo médica. Os
efeitos funcionais dos alimentos devem ser referentes a manutencao geral da saude,
ao papel fisioldégico dos nutrientes e a reducao de riscos de doengas e ndo a cura de
doencas (SANDERS 2003; ANVISA 1999). Os prebidticos e probidticos sao

exemplos atuais de ingredientes alimentares funcionais.

Os probidticos sdo definidos como microrganismos vivos, que administrados em
quantidade adequada, conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO,
2002; SANDERS, 2003). Os géneros Lactobacillus e Bifidobacterium sao exemplos
de microrganismos probioticos empregados em diversos alimentos atualmente
comercializados. Seu consumo deve estar associado a uma alimentacao equilibrada
e habitos de vida saudaveis. No Brasil a legislacdo estabelece que a quantidade
minima de bactérias probidticas viaveis no alimento deve estar situada entre 10° a
10° Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) na recomendacdo diaria do produto
pronto para o consumo (ANVISA, 2008).

Os prebidticos sao ingredientes alimentares ndo digeriveis que afetam

beneficamente o hospedeiro, por estimularem seletivamente a proliferacdo e/ou
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atividade de populacbes de bactérias desejaveis no coélon (GIBSON &
ROBERFROID, 1995; CHARALAMPOPOULOQOS et al., 2003). Entre os prebiébticos
destacam-se os frutoligossacarideos (FOS), a inulina e o amido resistente (SIRO et
al., 2008).

A utilizagao de microrganismos probidticos em alimentos é limitada principalmente a
iogurtes e outros leites fermentados devido a uma grande dificuldade em manté-los
viaveis durante o processo e a vida de prateleira do produto. Leites fermentados,
iogurtes e alguns queijos sdo considerados adequados para a incorporagdao de
probidticos, pois sao alimentos com vida de prateleira relativamente curta e séo
mantidos sob refrigeracao.

As caracteristicas fisico-quimicas, a formulacdo, a matriz do alimento e o
processamento devem ser avaliados durante o desenvolvimento de novos produtos
probidticos de modo a permitir uma maior sobrevivéncia das bactérias. Além das
caracteristicas do produto, muitas vezes € necessaria a aplicacao de tecnologias
que possam proteger oS microrganismos ndao s6 no processamento e
armazenamento do produto, como também durante a passagem pelo trato
gastrintestinal (KUSHAL et al., 2005). A tecnologia de encapsulacao de bactérias em
alginato de calcio tem sido aplicada e em muitos casos resultado no aumento da
sobrevivéncia dos microrganismos em diversos alimentos e também durante o
transito intestinal (SHEU & MARSHAL, 1993; SULTANA et al., 2000; ANNAN et al.,
2008).

Existem diversos estudos mostrando que o sorvete € um excelente alimento para
incorporacado de culturas probidticas, pois € um produto com composicao favoravel
(pH, teor de gordura, proteinas, etc.), além de ser um produto com alta
aceitabilidade de consumidores de varias faixas etarias. Entretanto o congelamento
e a presenca de oxigénio sao fatores que podem prejudicar a sobrevivéncia de
bactérias probiéticas (RANADHEERA, BAINES & ADAMS, 2010; CRUZ et al., 2009;
TURGUT & CAKMAKCI, 2009; HAMAYOUNI et al., 2008; AKALIN & ERISIR, 2008).
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Considerando a limitacdo na variedade de produtos probibticos disponiveis
atualmente, esse trabalho tem como objetivo avaliar a influéncia de diferentes
agentes prebidticos e da tecnologia de encapsulagdo na sobrevivéncia de

microrganismos probidticos durante o processamento e estocagem de sorvete.



2.

15

OBJETIVOS

Desenvolver uma tecnologia para a encapsulagdo de microrganismos
probidticos em alginato de calcio contendo ingredientes prebibticos.

Avaliar a influéncia de prebibticos (amido resistente e goma acacia) na
sobrevivéncia de Lactobacillus acidophilus e  Bifidobacterium lactis

encapsulados em alginato de calcio e submetidos a processos de secagem,;

Avaliar a sobrevivéncia de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis
livres e encapsulados com e sem prebidtico no processamento e

armazenamento de sorvete.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Probioticos

O termo probidtico deriva do grego e significa “pro-vida”, sendo o antbnimo de
antibiético, que significa “contra a vida”. Apesar da definicdo do termo probibtico ter
surgido na década de 90, o interesse pelo assunto vem de tempos remotos. Em
1899, Tissier isolou bifidobactérias de fezes de recém nascidos e aproximadamente
na mesma época, em 1910, Metchnikoff afirmou que o consumo regular de leite
fermentado ofereceria efeito benéfico a saude. FULLER em 1989 definiu os
probidticos como “suplemento alimentar composto de células microbianas vivas, as
quais tém efeito benéfico para o hospedeiro, por melhorar ou manter o equilibrio
microbiano no intestino”. Mais recentemente os probidticos foram definidos como:
“microrganismos vivos que administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficios a saude do hospedeiro”. A dose terapéutica de probibdticos pode variar
com a linhagem de microrganismo e com o beneficio a saude desejado.
Recomenda-se que a populacdo de probidticos no alimento, no momento do
consumo, deva estar entre 10° a 10’ Unidades Formadoras de Colénias (UFC) por
grama (FAO/WHO, 2002; SANDERS, 2003; CRUZ et al.,, 2009). No Brasil, a
legislagdo vigente determina que a quantidade minima necessaria de
microrganismos probidticos esteja na faixa de 10® a 10° unidades formadoras de
colénias (UFC) na recomendacao diaria do produto pronto para consumo (ANVISA,
2008).

A resolugéo n° 2 de janeiro de 2002 (regulamento técnico de substancias bioativas e
probidticos isolados com alegacdo de propriedades funcionais e/ou saude)
estabelece que os probidticos nao podem ter finalidade medicamentosa ou
terapéutica qualquer que seja a forma de apresentacdo ou o modo como é
ministrado. Deve ser seguro para o consumo humano, sem a necessidade de
orientacdo e/ou acompanhamento médico, a ndo ser que seja dirigido a grupos

populacionais especificos (ANVISA, 2002).
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O microrganismo para ser classificado como probiético deve apresentar as
caracteristicas descritas a seguir (SUSKOVIC et al., 2001):

Ter identificacdo taxon6mica exata;

e Ser geneticamente estavel;

e Ser habitante normal das espécies alvo: origem humana para probibticos

humanos;

e Ser atoxico e nao patogénico;

e Aderir e colonizar o célon;

e Sobreviver, proliferar e estimular as atividades metabdlicas no trato

gastrintestinal;

e Resistir ao suco gastrico e a bile;

e Competir no trato gastrintestinal, resistir a bacteriocinas, acidos e outras
substancias antimicrobianas produzidas pela microbiota residente;

e Ser antagonista a patégenos;

Exercer efeitos benéficos a saude (documentados e validados clinicamente);

As culturas probidticas ao serem ingeridas através dos alimentos vao para o
intestino e ali se somam a microbiota ja existente, aumentando a populacdo de
bactérias benéficas, em detrimento a proliferagdo de bactérias potencialmente
prejudiciais, reforcando os mecanismos naturais de defesa do hospedeiro e
auxiliando a absorcédo dos nutrientes (PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002).
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Podem-se destacar trés possiveis mecanismos de atuagao de bactérias probidticas,
sendo o primeiro a supressao de microrganismos patogénicos no trato intestinal por
producdo de substancias antibacterianas, como por exemplo, acido latico, acido
acético, perdxido de hidrogénio e bacteriocinas, além de competicdo por nutrientes e
por sitios de adesdao no epitélio intestinal. O segundo seria a alteracdo do
metabolismo microbiano no trato intestinal através do aumento da atividade de
enzimas benéficas, como a B-galactosidase, que € responsavel pela digestdo da
lactose, e reducdo da atividade de enzimas presentes no colén com efeitos
cancerigenos, como a B-glucuronidase, B-glucosidase e nitroredutase. O terceiro
seria a estimulagdo da imunidade do hospedeiro, através do aumento do nivel de
anticorpos e o aumento da atividade dos macréfagos (SUSKOVIC et al., 2001; ROY,
2005; SAAD, 2006).

Os principais microrganismos probidticos empregadas nos alimentos sdo espécies
de lactobacilos e bifidobactérias, como por exemplo, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Bifidobacterium bifidum e Bifidobacterium longum (TERGUT &
CAKMAKCI, 2009; HAMAYOUNI et al., 2008; KALAISAPATHY & SULTANA, 2003).

Varios beneficios a saude, produzidos por bactérias probiéticas, tém sido relatados
na literatura, dentre os quais se destacam: equilibrio da microbiota intestinal;
reducao dos niveis de colesterol; reducao do risco de cancer; redugdo dos sintomas
de individuos com intolerancia a lactose, devido a producao da enzima lactase que
facilita a digestao da lactose; aumento do valor nutritivo e terapéutico dos alimentos
devido ao aumento dos niveis de vitaminas do complexo B e aminoéacidos, além de
uma maior absorgdo de célcio e ferro; e fortalecimento do sistema imunolégico
(GOMES & MALCTA, 1999; FOOKS et al., 1999; KRASAEKOOPT et al., 2003).

Os produtos probiéticos encontrados no mercado sdo em sua maioria iogurtes e
outros leites fermentados, pois apresentam condicdes favoraveis para a
multiplicacdo ou sobrevivéncia dos microrganismos, além de serem conservados sob
refrigeracdo e apresentarem uma vida de prateleira relativamente curta. Porém,
como os alimentos funcionais, em especial os probibticos, apresentam uma forte

tendéncia de mercado, existem diversos estudos mostrando a aplicacdo destes
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microrganismos em queijos de diferentes tipos, sorvetes, mousse, sucos, entre
outros (GODWARD & KAILASAPATHY, 2003; CARDARELLI et al.; 2008; DING &
SHAH, 2008, SHAH & RAVULA; 2000, OZER et al.; 2008, AKIN, 2005).

3.1.1 Lactobacillus e Bifidobacterium

O género Lactobacillus é formado por microrganismos gram-positivos, nao
formadores de esporos, e que sobrevivem na presencga de pequenas quantidades de
oxigénio. Pertencem ao grupo das bactérias laticas e algumas espécies fazem parte
da microbiota natural de humanos (intestino delgado e col6n). Sua fonte de energia
€ proveniente do metabolismo fermentativo sendo o acido latico o produto final da
degradacao de carboidratos, motivo pelo qual sobrevive em ambientes acidos
(concentragdes entre 0,3% e 1,9%). O pH 6timo de crescimento esta na faixa de 5,5
a 6,0 e temperatura 6tima entre 35 e 40°C, mas crescem em temperaturas mais
elevadas (até 45°C). As espécies, L. acidophilus, L. casei, L. reuteri e L. rhamnosus
sao os principais probidticos do género atualmente empregados em alimentos. Estes
microrganismos sao tolerantes ao acido e a bile presente no trato gastrintestinal e
sao capazes de aderir as células do epitélio intestinal (GOMES & MALCATA, 1999;
GOKTEP et al., 2006).

Bactérias do género Bifidobacterium sao bastonetes anaerébios, gram-positivos, nao
formam esporos e nao apresentam mobilidade. Fermentam diversos acgucares
(glicose, galactose, lactose e frutose) produzindo &cido acético e latico sem a
geracgao de gas carbbénico. O pH étimo de crescimento de bifidobactérias esta entre
6 e 7, praticamente sem crescimento abaixo de 5,0 e acima de 8,0. A temperatura
6tima de crescimento estd entre 37°C e 41°C, com maximo entre 43 e 45°C e
praticamente sem crescimento na faixa abaixo de 25 e 28°C (GOMES & MALCATA,
1999; GOKTEPE et al., 2006; ROY D., 2005).

Espécies do género Bifidobacterium estdao presentes na microbiota intestinal de

adultos, mas sdo predominantes em intestino de bebés recém nascido. Apresentam
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propriedade de aderéncia ao epitélio intestinal e dessa forma, podem competir com
microrganismos patogénicos no intestino. Este género de probidtico sobrevive a
passagem através do trato gastrintestinal e pode favorecer o funcionamento do
intestino. O uso de bifidobactérias em alimentos fermentados e alimentos lacteos
tém aumentado nos ultimos anos. B. lactis € a espécie mais utilizada pela industria
de alimentos por se mostrar mais tolerante ao oxigénio, ao pH, ao processamento e
a estocagem do que outras espécies de bifidobactérias (GOKTEPE et al., 2006;
ROY D., 2005).

A selecao da cepa de bifidobactéria para aplicacao tecnolégica € um aspecto critico
no desenvolvimento de alimentos probidticos. A viabilidade do microrganismo
depende do pH, do tempo de exposicao a acidos, e da espécie e cepa usada. Nem
todas as linhagens de bifidobactérias sdo de facil cultivo industrial devido a baixa
velocidade de crescimento e/ou baixa sobrevivéncia ao congelamento e a
liofilizag&o. A viabilidade e o crescimento de bifidobactérias podem ser aumentados
pela adicdo de fontes de nitrogénio como de extrato de levedura, aminoacidos e
peptideos que sdo considerados promotores de crescimento. Porém alto potencial
de O6xido reducdo pode ser prejudicial a sobrevivéncia de bifidobactéria, que
apresentam grande sensibilidade ao oxigénio (ROY, 2005).

3.2 Prebiodticos

Os prebidticos sdao considerados ingredientes funcionais, uma vez que exercem
influéncia sobre processos fisiolégicos no organismo, resultando em melhoria da
saude e em reducdo no risco de diversas doencas, como por exemplo, diarréias e
cancer de colon, sem precisar de supervisdo médica (KAUR & GRUPTA, 2002;
PHILLIPS et al., 2008).

Prebioticos sdo definidos como ingredientes alimentares ndo digeriveis que afetam
beneficamente o hospedeiro, por estimularem seletivamente a proliferacdo ou

atividade de populagdes de bactérias benéficas no célon. O consumo regular de
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prebidtico pode reduzir a multiplicacdo de microrganismos patogénicos no intestino,
pois como é fermentado no intestino grosso, ele se converte em nutrientes que
serdo Uutilizados pelas bactérias benéficas, proporcionando um aumento na
microbiota bacteriana e garantindo beneficios adicionais a saude do hospedeiro.
Além disso, outros efeitos benéficos a saude do hospedeiro sdo associados ao
consumo de prebidticos, como por exemplo, maior absor¢cdo de calcio e,
possivelmente, o metabolismo lipidico e reducdo do risco de céancer do célon
(GIBSON & ROBERFROID, 1995; CHARALAMPOPOULOQOS et al., 2003; BIELECKA
et al., 2002; SAAD, 2006).

Os prebidticos conhecidos atualmente s&o carboidratos ndo digeriveis, incluindo
oligofrutose, inulina, lactulose e galactooligossacarideos (SAAD, 2006). Outros dois
prebidticos importantes, entretanto menos utilizados, sdo a goma acacia e o amido
resistente (MICHEL et al., 1998; PEREIRA, 2007).

Os critérios para um ingrediente ser classificado como prebiético sdo (GIBSON &
ROBERFROID, 1995; FOOKS et al., 1999):

e Auséncia de hidrélise ou absorcéo no intestino delgado;

e Capacidade de ser metabolizado seletivamente por bactérias benéficas;

e Capacidade de alterar beneficamente a microbiota intestinal; e

¢ Inducéao do efeito fisioldgico que seja importante para a saude.

Apbés a fermentacdo dos prebidticos, alguns metabdlitos sdo liberados pelas
bactérias no trato intestinal, em especial os acidos graxos de cadeia curta, como por
exemplo, o acético, o butirico e o propidnico. Esses acidos podem atuar diretamente
ou indiretamente sobre as células intestinais participando do controle de processos
de inflamacao, de carcinogénese e eliminacao de compostos nitrogenados, podendo
atuar, também, no alivio da constipacdo e na redugédo de infeccdes intestinais e na

reducao do nivel do colesterol sérico (SAAD, 2006).



22

3.2.1 GOMA ACACIA

As gomas, conhecidas como hidrocoldides, sado frequentemente estudadas por sua
capacidade de promover alteracao de textura. Sdo polimeros de cadeia longa, de
alto peso molecular, extraidas de algas marinhas, sementes, exsudados de arvores
e de colageno animal (RIBEIRO, 2004).

A goma acacia, também conhecida como goma arabica, € um exsudado natural
obtido do tronco da Acdcia senegal. E um polimero formado por moléculas de acido
D-glucurdnico, L-raminose, D-galactose e L-arabinose, com cerca de 5% de proteina
(SHAHIDI & HAN, 1993; RE, 1998; RIBEIRO, 2004).

A goma acacia € considerada um prebi6tico porque, além de nao ser digerida no
estbmago, como as fibras dietéticas, ela promove o desenvolvimento de bactérias
benéficas no intestino, principalmente bifidobactérias e lactobacilos. Outro fator
importante € que, através da sua fermentagdo, ha producao de acidos graxos de
cadeia curta, como por exemplo, o &cido propiénico. Tais fatores contribuem para a
inibicdo de microrganismos patogénicos e prevencdo de doencas gastrintestinais,
até mesmo cancer de célon. Outros beneficios também sao atribuidos ao consumo
regular de goma acéacia, como por exemplo, reducdo da absorcdo de glicose,
aumento da massa fecal, devido a incorporacdo de agua nas fezes e reducédo do
colesterol sérico (MICHEL et al., 1998; CHERBUT et al., 2003, PHILLIPS et al.,
2008, GLOVER et al., 2009).

Michel et al. (1998) verificaram que diferentes tipos de goma acacia comercial foram
totalmente fermentadas, in vitro, por bactérias intestinais, havendo reducao da
populacao de Clostridium sp. e aumento de Lactobacillus sp. O efeito benéfico da
goma acacia como prebidtico também foi estudado por, Chebut et al. (2003). Os
autores verificaram que a ingestdo de 10 a 15 gramas por dia de goma acacia
aumentou a populagdo de bactérias laticas e bifidobactérias nas fezes. Sua
degradacao no intestino grosso foi ao redor de 95% e o peso das fezes aumentou
em 30% devido ao maior teor de agua. Outro estudo mostrou que a suplementacao
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da dieta com 25 g de goma acéacia comercial durante 12 semanas diminuiu a
pressao arterial de individuos saudaveis e diabéticos (GLOVER et al., 2009).

Os estudos mostram que para obter os efeitos benéficos da goma acacia como
prebidtico, & necessario o consumo continuo e de alguns dias de adaptagdao do
organismo. Além disso, ha uma tolerdncia maior do organismo em relacdo aos
efeitos adversos causados pela maioria das fibras, podendo ser consumido em
maior quantidade, cerca de 10 g por dia. (PHILLIPS et al., 2008; GLOVER et al.,
2009).

Além dos efeitos benéficos a saude, existem vantagens tecnologicas importantes
para a industria de alimentos. A goma acacia € usada como agente encapsulante de
materiais volateis durante processos de secagem e também pode atuar como
agente de protecao dos microrganismos probiédticos das condi¢cdes desfavoraveis de
processamento (Ré, 1998). Desmond et al. (2002), verificaram que a adicado goma
acacia a uma suspensao de Lactobacillus paracasei, submetida ao processo de
secagem em “spray drying”, aumentou a sobrevivéncia do microrganismo durante a
secagem, estocagem em temperatura ambiente e sob refrigeracdo, e durante o
transito gastrico. Segundo os autores, essa protecao ocorreu devido a encapsulacao

do microrganismo.

3.2.2 AMIDO RESISTENTE

Amido é um polissacarideo constituido por granulos de amilose e amilopectina. A
amilose tem sua estrutura linear (ligacoes a(1,4)), € encontrada na forma de hélice e
tem alta susceptibilidade a retrogradagéao. A amilopectina é uma molécula maior que
a amilose, é ramificada (ligagdes a(1,4) e a(1,6)) e tem baixa susceptibilidade a
retrogradacao. Normalmente a amilopectina esta presente em maior quantidade no
grao de amido do que a amilose. O teor de amilose representa de 15 a 30% do grao
(RIBEIRO, 2004; SHARMA, 2008).
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Amidos com alto teor de amilopectina geralmente tém temperatura de gelatinizacao
menor, estdo presentes na regido cristalina da estrutura do grédo e sdao normalmente
de rapida digestdo. Ja os amidos com alto teor de amilose estao presentes na regiao
amorfa do granulo e tem temperatura de gelatinizacdo maior, entretanto, uma vez
gelatinizado, a retrogradacdo durante o resfriamento, acontece mais rapidamente
formando cristais insoluveis, tornando assim, o amido resistente a hidrélise
enzimatica. A resisténcia do grdo de amido aumenta com o aumento do teor de
amilose presente no grao, devido as estruturas das mesmas. A amilose, como dito
anteriormente, apresenta uma estrutura linear e tem formato de hélice, ou seja, suas
moléculas de glicose terminal ndo estdo disponiveis ao ataque da enzima
responsavel pela sua digestdo (beta amilase). Em contrapartida, a estrutura da
amilopectina é maior e ramificada, dessa forma as moléculas de glicose estdo mais
expostas, além de estarem em maior quantidade facilitando, assim, o acesso da
enzima. (SHARMA, 2008; CONWAY, 2001; BIRD et al., 2000).

Entre os tipos de amidos, destaca-se o amido resistente que € um componente
natural de alguns alimentos, com composicdo bastante heterogénea e teor de
amilose acima de 50%. Sua classificacdo depende da estrutura fisica e da
susceptibilidade ao ataque enzimatico. Dessa forma, tém-se quatro tipos de amido
resistente (AR). O AR tipo 1 esta presente em alimentos como gréaos e leguminosas
e estao fisicamente inacessiveis, encapsulados na matriz do alimento; o AR tipo 2
esta presente na banana verde e na batata crua; o AR tipo 3 é formado apés a
retrogradacédo do amido; e o AR tipo 4 é modificado quimicamente, e quando
incorporado a formulagdo dos alimentos n&o altera suas caracteristicas
organolépticas (PEREIRA, 2007; SHARMA et al., 2008; SALGADO et al., 2005).

Alguns processos de alimentos, como por exemplo, aplicacdo de altas temperaturas
na presenca de agua (autoclave) e aplicacao de calor seco, aumentam o nivel de
amido resistente. Outros fatores influenciam no aumento do teor de AR no alimento,
como a origem botanica do amido e a quantidade de agua utilizada durante a
gelatinizagdo (PEREIRA, 2007; SALGADO et al., 2005; BIRD et al., 2000). Como a

formacao de amido resistente € influenciada por fatores que envolvem
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processamento e armazenamento, seu teor nos alimentos ndo pode ser
generalizado (SALGADO et al., 2005).

Amido resistente é definido como: “a quantidade total de amido, e seus produtos de
degradacao, resistentes a digestdo no intestino delgado de pessoas saudaveis”. E
considerado prebidtico por resistir a digestao e ser fermentado no intestino grosso,
principalmente por bifidobactérias. Por ser um carboidrato de fermentagéo lenta, a
digestdo do amido resistente produz &acidos graxos de cadeia curta (acético,
propidnico e butirico), que sao responsaveis por promover a saude do colén, pois
reduzem o aparecimento de células cancerigenas, reduzem a constipagao e inibem
a sintese de colesterol, diminuindo o risco de doencas cardiovasculares. Além disso,
o pH &cido formado pela fermentacdo, favorece a vasodilatacdo e aumenta a
absorcao de agua e sais, melhorando os sintomas de individuos com diarréia. Para
que os efeitos benéficos sejam obtidos e ndo que haja desconforto abdominal
(formacao de gases e diarréia) é recomendado o consumo de 8 g didrias de amido
resistente (HI-MAIZE, 2009; SHARMA et al.,, 2008; SALGADO et al.,, 2005;
PEREIRA, 2007; CONWAY, 2001).

Worthley et al. (2009) verificaram que o uso do amido resistente como suplemento
prebidtico aumentou a populacdo de bactérias benéficas nas fezes de humanos. A
reducao do colesterol de individuos moderadamente hipercolesterolémicos acima de
45 anos, também foi observada devido ao consumo de uma dieta a base de amido
resistente e soja (LARKIN et al., 2005).

A aplicagéo tecnol6gica do amido resistente na industria de alimentos € também de
grande importancia. Por possuir tamanho de particulas pequeno, a adicdo do amido
resistente nao altera as caracteristicas organolépticas do produto. Além disso, sua
adicao em alimentos aumenta o valor nutricional e os beneficios fisiolégicos. O
amido resistente tem a funcionalidade de uma fibra dietética e possui baixa
capacidade de retencdo de agua. Devido a estes fatores, o interesse do uso de
amido resistente pela industria aumentou, ampliando dessa forma, a variedade de
produtos de alta qualidade e funcionais (SHARMA et al., 2008).
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Amidos resistentes podem ser usados para encapsulacdo de ingredientes
alimenticios devido a sua solubilidade em meio aquoso e baixa viscosidade (Ré,
1998). Conway (2001) verificou que o amido resistente pode proteger a bactéria
probidtica em meios com baixo pH e na presenca de sais biliares, aumentando a

resisténcia destas bactérias ao trato gastrintestinal.

3.3 Simbioticos

Simbidticos sdo alimentos ou suplementos alimentares que contém microrganismos
probidticos e ingredientes prebidticos, resultando em produtos com as
caracteristicas funcionais dos dois grupos que em sinergia vao beneficiar o
hospedeiro (GIBSON & ROBERFORD, 1995; FOOKS et al., 1999; SAAD, 2006).

O microrganismo probiético pode ter uma melhor sobrevivéncia no trato intestinal
caso seu substrato especifico esteja prontamente disponivel para fermentacéo.
Portanto, o consumo de simbiéticos pode aumentar a populacao de microrganismos
probidticos no trato intestinal do hospedeiro tanto por estar ingerindo os
microrganismos, quanto por favorecer a multiplicacdo das bactérias endbégenas
através da ingestao dos prebioticos (GIBSON & ROBERFROID, 1995; FOOKS et al.,
1999; SAAD, 2006).

Le Leu et al. (2009) verificaram que a combinagédo simbidtica de amido resistente e
Bifidobacterium lactis adicionadas a dieta de ratos durante 30 dias protegeu contra
o desenvolvimento de cancer colorretal. Observaram, também, que a dieta com
combinacao simbidtica se mostrou mais eficaz do que as dietas de prebiodtico e
probidtico sozinhos. Worthley et al. (2009) também verificaram que a
suplementacdo simbidtica de amido resistente e Bifidobacterium lactis, para
humanos, apresentou efeito superior, na populacao de probidticos, que o consumo
de probidticos e prebibticos isoladamente.
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Autores sugerem que a selecao do probibtico e prebidtico é importante para que
haja a sinergia entre eles (SAAD, 2006). Ozer et al. (2005) verificaram que a adicdo
de inulina e lactulose num iogurte suplementado com Bifidobacterium bifidum e
Lactobacillus acidophilus ndo afetou o crescimento das cepas caracteristicas do

iogurte, mas estimulou o crescimento de Bifidobacterium bifidum no produto.

A associacao entre o prebidtico e o probidtico pode favorecer a sobrevivéncia do
microrganismo bem como aumentar os efeitos benéficos de cada um deles, tanto no
organismo do hospedeiro quanto no alimento. Isso se deve, provavelmente, a
interacédo entre eles anteriormente ao consumo, podendo, em alguns casos, resultar
em uma vantagem competitiva para o probidtico (FOOKS et al.,, 1999,
PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002, SAAD, 2008).

Akin (2005) verificou que a inulina estimulou o crescimento de L. acidophilus e
B. lactis em sorvete fermentado aumentando a viabilidade destes microrganismos no
produto. Capela et al. (2006) observaram, que a adicdo dos prebidticos
frutoligossacarideo, inulina e amido resistente, em iogurte aumentou a viabilidade
dos microrganismos probibticos (L. acidophilus, L. casei, L. rhamanosus e
Bifidobacterium spp) quando comparado ao iogurte sem prebibtico. Cardarelli et al.
(2008) mostraram que o uso de inulina associada ao probiético Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei em mousse de chocolate conferiram um potencial

simbidtico ao produto bem como propriedades sensoriais favoraveis.

3.4 Microencapsulacao

A Microencapsulacdo é a tecnologia de envolver materiais soélidos, liquidos e
gasosos em pequenas capsulas que liberam seu conteddo sob condicdes
controladas. Na industria de alimentos, essa tecnologia vem sendo usada a mais de
sessenta anos para o controle de sabor, cor e textura (DESAI & PARK, 2005;
CHAMPAGNE & FUSTIER, 2007).
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Através de propriedades de liberacao controlada, a microencapsulacao deixa de ser
somente um método de agregacao de substancias a uma formulacéo alimenticia, e
se torna uma fonte de ingredientes com propriedades unicas. Para ocorrer a
liberacado do material encapsulado, varios mecanismos de acionamento podem ser
usados, como por exemplo, mudanca de pH, estresse mecanico, temperatura,
atividade enzimatica, tempo, forca osmética, entre outras (GOUIN, 2004; DESAI &
PARK, 2005).

Dentre as principais aplicagbes da microencapsulagdao na industria de alimentos,
destacam-se: a protecdo do material a ser encapsulado do ambiente externo, de
forma a evitar sua degradacao; a redugcao da evaporagao do material encapsulado; a
modificacdo das caracteristicas fisicas do material encapsulado, tornando mais facil
sua manipulacao; o isolamento de componentes que reajam com outros dentro da
matriz do alimento e; para mascarar odor e/ou sabor desagradaveis. No
desenvolvimento de produtos alimenticios, as qualidades sensoriais ndo devem ser
comprometidas pela adicdo de ingredientes encapsulados (DESAI & PARK, 2005;
SHAHID & HAN, 1993).

Atualmente, a microencapsulacédo, vem sendo utilizada para manter a estabilidade
de microrganismos probidticos durante o processamento e estocagem dos
alimentos. A matriz do alimento e as condigdes de processo sao fatores que
determinam a necessidade de encapsulacdo dos microrganismos. Fatores como pH,
atividade de agua, teor de gordura e oxigénio sdo muito importantes, pois
influenciam a sobrevivéncia dos microrganismos probidticos (KAILSASAPATHY,
2003; TCHAWALKAR & KALAISAPATHY, 2003). A utilizacdo da microencapsulacéao
também pode aumentar a resisténcia das bactérias no decorrer do trato digestivo,
visto que esse meio possui elevada acidez, além da presenca de enzimas e da bile,
possibilitando que as bactérias cheguem ao intestino com condigdes de
sobrevivéncia e de colonizagdo (SHEU & MARSHALL, 2003; DESAI & PARK, 2005;
CHAMPAGNE. & FUSTIER, 2007; FAVARO-TRINDADE et al., 2008).

Existem diversos tipos de material encapsulante, como por exemplo, o alginato de
célcio, proteinas do soro do leite e gomas. A escolha do agente encapsulante
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depende de uma série de fatores, entre eles: a ndo reatividade com o material a ser
encapsulado durante o processo e estocagem; o processo utilizado para a formacéao
da microcapsula; o mecanismo de liberagdo do material encapsulado; suas
propriedades reoldgicas; a habilidade de dispersar ou emulsificar; a capacidade de
prover maxima protecdo para o material a ser encapsulado contra condigdes

desfavoraveis, e ser economicamente viavel (DESAI & PARKER, 2005).

O alginato de calcio é muito utilizado para microencapsulagdo, nao € toxico e,
portanto, seguro para a aplicacdo em alimentos. Além disso, as capsulas formadas
podem ser facilmente revertidas e qualquer ingrediente pode ser encapsulado,
inclusive os hidrofébicos ou hidrofilicos, os sensiveis a temperaturas, liquidos e
sélidos (SHEU & MARSHAL, 1993; DESAI & PARK, 2005; GOUIN, 2004).

As capsulas de alginato de calcio sdo formadas quando uma solugéo de alginato de
sodio entra em contato com cations multivalentes como o calcio. O Alginato de sodio
€ um polissacarideo linear constituido por moléculas de acidos D-manurdnicos e L-
gulurdnicos extraidos de algas (constitui de 18 a 40% do peso seco das algas). As
capsulas de alginato de célcio sdo estaveis em baixo pH, mas sao frageis em
solucdes basicas podendo desintegrar-se (GROSSO & TRINDADE, 2004). Apesar
da sua adequacdo como material encapsulante, o alginato apresenta baixa
estabilidade na presenca de agentes quelantes, como o fosfato, lactatos e citratos,
que possuem afinidade pelo célcio e desestabilizam o gel formado entre o alginato e
o calcio. Tratamentos especiais, como cobrir as capsulas com um filme de
quitosana, pode ser usado para aumentar a estabilidade quimica e mecanica, de
forma a prevenir a liberacdo das células (KRASAEKOOPT et al.,, 2003). Outra
limitacao do uso de alginato como agente encapsulante é a grande porosidade das
capsulas formadas, que permite uma rapida difusdo de agua e outros liquidos para o
interior da capsula, alterando a matriz de alginato e expondo o material encapsulado
as condicoes desfavoraveis (GOUIN, 2004).

Existem diferentes tipos de processo de encapsulacdo, os mais comuns sdo a
emulsdo, a extrusdo e o “spray drying. A selecdo do processo de
microencapsulacao é realizada com base nas propriedades fisicas e quimicas do
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material que sera encapsulado e do encapsulante, além disso, a finalidade de
aplicacao do ingrediente alimenticio também é analisada (DESAI & PARK, 2005).

O tamanho das microcdpsulas pode variar de poucos nanémetros até varios
micrdmetros e a forma também é bastante variavel em funcdo do método e do

agente encapsulante utilizados para prepara-las (FAVARO-TRINDADE et al., 2008).

O método mais comum usado para a encapsulagdo de microrganismos com
hidrocolbides € o da extrusdo, devido a sua facilidade, simplicidade e baixo custo,
além disso, garante maior viabilidade celular. Este método envolve o preparo de
uma solucao de hidrocoléide, como por exemplo, alginato de soédio, na qual é
adicionada uma suspensado de microrganismo. Goteja-se essa mistura através de
uma agulha, por exemplo, em uma solugdo contendo célcio (Ca*?) onde as capsulas
sao formadas instantaneamente. O tamanho e o formato das capsulas dependem do
didmetro da agulha e da distancia da queda. A concentracdo de alginato para formar
as capsulas pode variar de 1 a 2% e da solucéo de cloreto de calcio varia de 0,05 a
1,5 M (KRASAEKOOPT et al., 2003).

Na técnica da emulsao, a suspensao de células e polimeros (fase descontinua) é
adicionada a um volume grande de 6leo vegetal (fase continua), e a mistura é
homogeneizada para formar uma emulsdo de agua em 6leo. Esta emulsdo precisa
ser quebrada para formar minusculas gotas de gel dentro da fase oleosa, as quais
sdo separadas por filtracdo. Existem muitos polimeros usados na técnica de
emulsdo, como por exemplo, k carragena, goma locusta, acetato de celulose ftalato,
alginato, quitosana, gelatina, polissacarideos protéicos e proteinas do soro do leite.
O tamanho das capsulas pelo método da emulsdo depende da velocidade de
agitacao na hora da formacao da emulsdo. Apesar de ser mais simples a producéo
em maior escala, tem um custo mais elevado ao da extrusado, devido ao uso do 6leo
vegetal (KRASAEKOORPT et al., 2003).

A aplicacdo de microrganismos encapsulados em diversos alimentos tem resultado,
em muitos casos, no aumento da viabilidade de bactérias probi6ticas (SULTANA et
al., 2000; KAILASAPATHY, 2003 CAPELA et al., 2006). Shah & Ravula (2000),
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observaram que o baixo pH de sobremesas fermentadas e congeladas afetou a
sobrevivéncia dos probioticos Lactobacillus e Bifidobacterium e que a encapsulagao
em alginato de calcio teve um efeito protetor aos microrganismos. Sheu & Marshall
(1993) verificaram que as células encapsuladas de lactobacilos sobreviveram mais
do que as células livres em leite congelado.

Por outro lado, Godward & Kailasapathy (2003) verificaram que em queijo tipo
cheddar as células de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis
encapsuladas sobreviveram menos tempo que as células livres. Isso ocorreu,
provavelmente, devido a matriz do queijo ser bem estruturada, o que impediu a
liberagédo do metabolismo celular, causando um acumulo de acido e o decréscimo da
populacdo de bactérias. Em sorvete fermentado e ndo fermentado, ndo houve
diferenga significativa na sobrevivéncia de células livres e encapsuladas de
L. acidophilus e Bifidobacterium lactis, provavelmente devido ao alto teor de gordura
do produto que agiu como encapsulante da célula livre (KAILASAPATHY &
SULTANA, 2003).

A adicao de prebibticos na formagao das capsulas também pode apresentar uma
influéncia positiva na sobrevivéncia dos microrganismos probiéticos. Sultana et al.
(2000), utilizaram 2% de amido resistente junto ao alginato de calcio na formagéao
das cépsulas. O amido resistente aumentou a sobrevivéncia de L. acidophilus e
B. infantis em iogurte, porém os resultados nao foram conclusivos sobre a protecao
oferecida pela encapsulacdo as bactéria no trato gastrintestinal. Homayouni et al.
(2008), também adicionaram 2% de amido resistente na encapsulagdo de
Lactobacillus casei e Bifidobacterium lactis. Os microrganismos foram incorporados
em sorvete de base lactea e os resultados indicaram que, apds 180 dias de
armazenamento a -18°C, a sobrevivéncia das células encapsuladas foi

significativamente maior que as adicionadas livres ao produto.

Chen et al. (2005), incorporaram prebibticos (frutooligossacariodeo e
isomaltooligossacarideo) e  promotor de crescimento  (peptideo) na
microencapsulacao de probidticos (L. acidophilus, L. casei, B. bifidum e B. longun). A

maior sobrevivéncia dos microrganismos foi obtida quando o material encapsulante
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foi produzido com 1% de alginato, 1% de peptideo e 3% de frutoligossacarideo. A
incorporacdo de prebidtico na formagdo das microcapsulas aumentou a protecéao

dos microrganismos durante a estocagem das capsulas.

Liserre et al. (2007) utilizaram alginato, quitosana e polimeros entéricos, utilizados
para recobrimento em indlstria farmacéutica, na microencapsulacido de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis e avaliaram a sobrevivéncia do microrganismo
em condi¢des gastrintestinal simuladas. Todos os tipos de microcapsulas avaliadas
protegeram o microrganismo, mas 0 uso da quitosana e polimeros entéricos

aumentaram o efeito protetor da microencapsulagao sobre o microrganismo.

Desmond et al. (2002), utilizaram goma acacia para a encapsulacao de L. paracasei
pelo método de “spray drying” e verificaram um aumento na viabilidade do
microrganismo durante a estocagem e transito gastrico. Esse resultado foi atribuido
ao efeito da goma acacia na protecdo da bactéria das condicdes ambientais

adversas.

3.5 Sorvete

Sorvete é um gelado comestivel, definido como produto congelado obtido a partir de
uma emulsdo de gorduras e proteinas; ou de uma mistura de agua e agucar(es).
Podem ser adicionados de outro(s) ingrediente(s) desde que nao descaracterize(m)
o produto (ANVISA, 2005).

A classificacdo do sorvete depende da composicdo basica e do processo de
fabricacdo. A composicao basica do sorvete pode ser divida em (MOSQUIM, 1999):

e Sorvete de creme (ice cream), que sao produtos elaborados basicamente com
leite e ou seus derivados e ou gorduras comestiveis, podendo ser

adicionados de outros ingredientes alimentares;
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e Sorvete de leite (ice milk), que sdo produtos elaborados basicamente com
leite e ou seus derivados, podendo ser adicionados de outros ingredientes

alimentares;

e Sorvetes que sao os produtos elaborados basicamente com leite e ou seus
derivados e ou outras matérias primas alimentares e nos quais os teores de
gordura e ou proteina sao total ou parcialmente de origem nao lactea,
podendo ser adicionado de outros ingredientes alimentares;

e Sherbets que sado produtos elaborados basicamente com leite e ou seus
derivados e ou outras matérias primas alimentares e que contém pequenas
proporcbes de gorduras e proteinas nas quais podem ser total ou
parcialmente de origem nao lactea, podendo ser adicionados de outros
ingredientes alimentares; gelados de frutas;

e Sorbets que sao produtos elaborados basicamente com polpas, sucos ou
pedacos de frutas e acucares, podendo ser adicionados de outros
ingredientes alimentares; gelados que sao produtos elaborados basicamente
com agucares, podendo ou ndo conter polpas, sucos, pedacos de frutas e
outras matérias primas, podendo ser adicionados de outros ingredientes

alimentares.

Quanto ao processo de fabricacdao, o sorvete é divido em sorvetes de massa ou
cremosos e picolés. Sorvetes de massa sdo misturas homogéneas ou nao de
ingredientes alimentares, batidas e resfriadas até o congelamento, resultado numa
massa aerada. Picolés sdo porcdes individuais de gelados comestiveis de varias
composigdes, geralmente reportadas por uma haste, obtidas por resfriamento até
congelamento da mistura homogénea ou nao, de ingredientes alimentares, com ou
sem batimento (MOSQUIM, 1999).

Procedimentos de boas praticas de fabricacdo, a pasteurizacdo e a maturacao,
devem ser adotados durante a producado de sorvetes. A pasteurizacdo tem como
objetivo reduzir a carga microbiana da calda (mistura) e atender as seguintes
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condicdes: 80 °C durante 25 segundos ou 70 °C durante 30 minutos (ANVISA,
2003). A maturacao é outra etapa do processo muito importante, sendo seu obijetivo
solidificar os glébulos de gordura, hidratar as gomas e aumentar da viscosidade da
calda (mistura). Essa etapa também tem condi¢des estabelecidas pela legislacao e
deve ocorrer a 4 °C por um periodo que pode variar de 3 a 24 horas. A maturacao
proporciona ao sorvete textura macia e melhora a capacidade de incorporacao do ar
no produto durante o congelamento. Além da maturacdo, a desestabilizacao do
glébulo de gordura, durante a batedura na sorveteira é vital para que o sorvete
adquira uma boa estrutura (MOSQUIM, 1999; ANVISA, 2003).

A composicdo do sorvete depende da sua formulacao basica. O sorvete de creme,
por exemplo, deve conter, no minimo, 8% de gorduras totais, 2,5 % de proteinas e
32% de sélidos totais. Os estabilizantes podem ser empregados até o limite maximo
de 0,5% e os emulsificantes ndo devem ultrapassar 0,2% (MOSQUIM, 1999).

Devido ao elevado valor nutricional e o alto consumo por varias faixas etarias, o
sorvete vem sendo considerado um bom alimento para incorporagdo de culturas
probidticas. Além disso, o fato de ser um alimento congelado e com pH
relativamente alto, ao redor de 5,5 a 6,5, contribui para a viabilidade dos probibticos
(CRUZ et al., 2009; RANADHEERA et al., 2010). Além disso, a incorporacdo de
bactérias probidticas em sorvete ndo deve prejudicar as caracteristicas do produto,
como a taxa de fusdo e os aspectos sensoriais (CRUZ et al., 2009). Entretanto,
alguns fatores podem prejudicar a viabilidade de bactérias probi6ticas em sorvete,
como variacoes de temperaturas durante a estocagem, estresse mecanico durante o
batimento e a incorporacado de oxigénio durante a producao (HOMAYOUNI et al.,
2008; AKIN, 2005).

Tergut & Cakmaci (2009) desenvolveram um sorvete probidtico contendo
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium bifidum, e os resultados mostraram que a
populacdo dos microrganismos se manteve em niveis adequados para o produto ser

considerado probiético durante noventa dias de armazenamento.
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O uso de prebidticos na formulagdo de sorvetes pode aumentar a viabilidade dos
microrganismos no produto. Akalin & Erisir (2008) estudaram o efeito da adicao de
oligofrutose e inulina, em formulagdo de sorvete com baixo teor de gordura, na
sobrevivéncia dos microrganismos probibticos Lactobacillus acidophilus La-5 e
Bifidobacterium animalis Bb-12, durante noventa dias de armazenamento a -18 °C.
Os resultados indicaram que a oligofrutose promoveu maior efeito protetor as células
de ambos os microrganismos probidticos quando comparado a inulina. Akin (2005)
verificou que a inulina estimulou o crescimento de Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium lactis durante a fermentacédo e que a populagao dos microrganismos

se manteve estavel durante noventa dias de armazenamento a -18°C.

Hamayouni et al. (2008) avaliaram a sobrevivéncia de duas culturas probioticas,
Lactobacillus casei (Lc-01) e Bifidobacterium lactis (Bb-12), livres e encapsuladas
com amido resistente, em sorvetes armazenados a -20°C durante 180 dias. Os
resultados indicaram que a encapsulagdo aumentou significativamente a
sobrevivéncia das bactérias probidticas, porém todas as amostras de sorvete
(probidticos livres e encapsulados) se mantiveram com as propriedades probidticas
durante noventa dias de armazenamento. Apds cento e oitenta dias, somente as
amostras com os probidticos encapsulados mantiveram a populagdo com 8,0 Log
UFC/g.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Desenvolvimento Experimental

411 INFLUENCIA DO PROCESSO DE SECAGEM EM ESTUFA COM
CIRCULACAO DE AR NA SOBREVIVENCIA DE Lactobacillus acidophilus
ENCAPSULADOS

Os ensaios para avaliar a sobrevivéncia de Lactobacillus acidophilus encapsulado
em alginato de célcio e submetido ao processo de secagem em estufa com

circulagdo de ar a 55°C durante 8 horas foram realizados em triplicata.

4.1.2 INFLUENCIA DO PROCESSO DE SECAGEM EM SECADOR DE BANDEJAS
NA SOBREVIVENCIA de Lactobacillus acidophilus E Bifidobacterium lactis
ENCAPSULADOS

Para avaliar a sobrevivéncia de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis
encapsulados em alginato de calcio, com e sem prebidticos goma acacia e amido
resistente, e submetido ao processo de secagem em secador de bandejas a 38°C
durante 4 horas com velocidade do ar a 1,2 m/s, foram realizados trés tratamentos:
T1 (encapsulacdo em alginato de calcio); T2 (encapsulacao em alginato de célcio e
amido resistente) e T3 (encapsulacao em alginato de calcio e goma acacia). Os

tratamentos foram repetidos quatro vezes.
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4.1.3 INFLUENCIA DE PREBIOTICOS NA SOBREVIVENCIA DE Lactobacillus
acidophilus e  Bifidobacterium lactis ENCAPSULADOS DURANTE O
PROCESSAMENTO E ARMAZENAMENTO DE SORVETE

A sobrevivéncia das bactérias probibticas livres e encapsuladas em alginato de
célcio com e sem prebiético (amido resistente e goma acacia) foi avaliada durante o
processamento e armazenamento de sorvete a -18°C por duzentos e dez dias.
Foram realizados quatro tipos de tratamentos em triplicata: Sa (sorvete com adigcéao
de microrganismos livres), Sb (sorvete com adicao de microrganismos encapsulados
em alginato de célcio), Sc (sorvete com adicdo de microrganismos encapsulados em
alginato de célcio e goma acéacia) e Sd (sorvete com adicdo de microrganismos
encapsulados em alginato de calcio e amido resistente).

4.2 Prebiodticos

Os ingredientes prebiodticos utilizados nesse trabalho foram: a goma acécia,
Fibregum B da Colloides Naturels Brasil e o amido resistente, Hi Maize 260 da

National Starch.

4.3 Culturas Probioticas

As culturas liofilizadas utilizadas no desenvolvimento do trabalho foram:
Lactobacillus acidophilus NCFM FloraFIT com contagem celular de 1,5 x 10" UFC/g
de produto e Bifidobacterium lactis Bl-04 FloraFIT com contagem celular de
45 x 10" UFC/g, ambos da empresa Danisco Brasil Ltda. As culturas foram

mantidas a -18°C até o momento da utilizagao.
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4.4 Encapsulacao por aspersao

O método utilizado para a encapsulacdo dos microrganismos teve como base a
técnica de aspersao, conforme descrito por Liserre et al. (2007). Uma determinada
massa das culturas probiodticas liofilizadas foi suspensa em solugdo de alginato de
sédio, 1-3G-150 (Kimica Chile Ltda), de forma que a suspensao tivesse uma
populacdo de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis de 10° UFC/mL. Os
prebidticos goma acacia e amido resistente foram adicionados, separadamente, a
suspensao de modo a obter uma concentracdo de 2%. A suspensao foi adicionada
por aspersao a uma solucado 0,1 M de cloreto de calcio PA (Vetec) através de um
tubo de aco inoxidavel (1 m de comprimento, didmetro interno de 12 mm e externo
de 16,5 mm) com o bocal acoplado a um bico de equipamento “spray drying” com
saida tipo leque (45°, modelo 1/4J da Systens do Brasil) na extremidade. A solucéo
de alginato de sodio foi adicionada ao tubo de aco inoxidavel com o auxilio de uma
bomba peristaltica na vazao de 2,5 mL/min e o ar comprimido numa vazao de 2,5
m®min. A solucdo de cloreto de calcio permaneceu sob agitagdo magnética

constante até o término da encapsulagao.

As capsulas de alginato de calcio foram formadas quando a solucao de alginato de
sédio entrava em contato com a solucdo de cloreto de célcio. Terminando o
processo, as capsulas permaneceram em repouso por 30 minutos, retiradas da
solugéo de cloreto de célcio, com o auxilio de peneiras de ago inoxidavel (mesh de
250, 355, 500, 710 e 1000 um) e lavadas com agua destilada.

A Figura 1 apresenta o fluxograma do processo de encapsulagdo dos

microrganismos.



SOLUGAO DE ALGINATO DE

PROBIOTICOS PREBIOTICO (2%)

SODIO (1%)

ASPERSAQ EM SOLUCAO DE
CaCL, (0,1M)

SEPARACAO DAS CAPSULAS EM
PENEIRAS

LAVAGEM DAS CAPSULAS COM
AGUA DESTILADA

MICRORGANISMOS
ENCAPSULADOS

Figura 1: Processo de encapsulacao

A figura 2 apresenta o esquema do sistema utilizado para encapsulacdo dos

microrganismos.
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Figura 2: Sistema de encapsulagao dos microrganismos probidticos
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4.5 Secagem

4.5.1 SECAGEM EM ESTUFA COM CIRCULACAO DE AR

Esta etapa do projeto foi realizada para definicido do processo de secagem das
capsulas, portanto a encapsulacao foi feita sem adicdo de prebidticos a solucéo de
alginato de so6dio e somente Lactobacillus acidophilus, foi utilizado como

microrganismo probidtico.

As condi¢cbdes de secagem (tempo e temperatura) foram fixadas em 8 h e 55 °C em
estufa com circulagdo de ar (MA 037 da Marconi). A secagem das capsulas foi
realizada um dia ap6s a produgédo. Antes do inicio da secagem, as capsulas eram
pesadas e colocadas em placas de Petri de forma uniforme e durante a secagem as
mesmas eram pesadas e revolvidas a cada hora com o auxilio de uma haste de

vidro para que a secagem ocorresse de forma uniforme.

4.5.2 SECAGEM EM SECADOR DE BANDEJAS

A secagem das capsulas de alginato de calcio com e sem prebidtico, contendo
L. acidophilus e B. lactis, foi feita um dia ap6s sua producdo. Foi utilizado um
secador de bandejas (Tray Drier, da Armfield). O tempo de secagem foi fixado em
4 h, para uma temperatura do ar de 38 °C e uma velocidade de 1,2 m/s.

Antes do inicio da secagem, as capsulas foram pesadas e colocadas em peneiras
de plastico e durante a secagem foram revolvidas a cada hora com o auxilio de uma

haste de vidro para que a secagem ocorresse de forma uniforme.
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4.6 Producao do Sorvete

A formulacdo (tabela 1) e o processo do sorvete foram definidos com base em
Mosquim (1999) e Hamayouni et al. (2008).

O processo de fabricagao do sorvete consistiu em adicionar os ingredientes liquidos
(leite pasteurizado e creme de leite) no pasteurizador (Frigomat — PEB 25) e aquecer
até 40 °C, quando os outros ingredientes, com excecdo do aroma foram
adicionados. A mistura permaneceu a 80 °C durante vinte e cinco segundos e,
entao, resfriada até 40 °C quando o aroma foi adicionado. Quando a temperatura da
mistura (calda) atingiu 25 °C, a mesma foi retirada do equipamento e maturada a
4 °C por vinte e quatro horas. Ao término do periodo de maturacao, os probioticos,
encapsulados (10%) e livres (0,1%), foram incorporados a calda de forma
homogénea. Apds a incorporacao, a calda foi batida na sorveteira (Taylor, Batch Ice
Cream Freezer) com capacidade de 1,5 L durante dez minutos. E nessa etapa onde
ocorre a incorporacado de ar e congelamento da mistura. Apés o congelamento o
sorvete foi envasado em porcbes individuais de aproximadamente 60 g em

embalagens plasticas com tampa e armazenado a -18 °C.



43

Tabela 1: Formulac¢do do sorvete

INGREDIENTES QUANTIDADE (%)
Leite integral pasteurizado tipo A 59
(Xandd)
Creme de leite fresco (Balkis) 17
Leite em pd desnatado (Molico — 8
Nestlé)
Sacarose (Uniéo) 12
Xarope de glicose (Gluco Sicola — 3
Giannone e Cia Ltda)
Goma carragena (Biomargel 30 — Sete 0,2
Ondas)
Goma guar (Higum HV 400 — Hindustan 0,2
India)
Carboximetilcelulose - CMC (Cekol 0,1
30000 — CP Kelko)
Emulsificante (Mono e diglicerideos — 0,2
Mono 90 — SGS)
Aroma de vanila (Givaldan) 0,3

4.7 Metodologia Analitica

4.7.1 ANALISE MICROBIOLOGICA

Foram realizadas analises microbiolégicas paras as capsulas de alginato de célcio
antes e apOs 0s processos de secagem, para as amostras da calda dos sorvetes
apos a incorporacdo dos microrganismos probidticos livres ou encapsulados e para
0s sorvetes durante o armazenamento a -18°C, sendo o primeiro ponto no dia de

fabricacao e os subsequentes a cada trinta dias durante duzentos e dez dias.



44

4.7.1.1 Diluicdo das amostras de capsulas antes e apds 0 processo de

secagem

O procedimento para preparo das diluicdes das amostras de capsulas antes e apds
a secagem consistiu em pesar 10 g de amostra, adicionar 90 g de solugao tampéao
fosfato estéril (pH 7,5) e homogeneizar. Para as cépsulas antes do processo de
secagem, a homogeneizacao foi feita em Stomacher® 400 (Seward) por 5 minutos e
para as capsulas ap6s o processo de secagem, a homogeneizacao foi feita em
agitador “Shaker” da New Brunswich Scientific durante 1 hora e 5 minutos em
homogenizador (Stomacher® 400) da Seward. A partir desta primeira diluicao foram

realizadas as diluicbes decimais seriadas em solucao salina 0,85% estéril.

4.7.1.2 Diluicdo das amostras de calda e sorvete

O procedimento para diluicdo das amostras de calda e de sorvete consistiu em
pesar 25 g de amostra, adicionar 225 g de solucao tampao fosfato estéril (pH 7,5) e
homogeneizar em Stomacher® 400 (Seward) por 2 minutos. A partir dessa primeira
diluicdo, foram realizadas diluicbes decimais seriadas em solucdo salina 0,85%

estéril.

4.7.1.3 Plaqueamento

O procedimento para plaqueamento foi 0 mesmo para todas as amostras: capsulas,
antes e ap6s o processo de secagem, calda e sorvete.

Para a contagem de Lactobacillus acidophilus, foram transferidas aliquotas de 0,1mL
de diluicbes adequadas, em duplicata, para placas de Petri contendo meio de cultura
MRS agar (De Man Rogosa e Sharpe, OXOID) que foram espalhadas com o auxilio
de alca de Drigaslki. A incubacgao foi realizada a 43°C por 72 horas em jarras de



45

anaerobiose, contendo gerador de anaerobiose anaerogem (OXOID). As colbnias
tipicas de L. acidophilus apresentam diametro de aproximadamente 3 mm, coloracéo
branca, leitosa, achatadas e com borda irregular. A confirmacéo das coldnias tipicas

foi realizada através de observacao da morfologia em microscépio.

Para a contagem de Bifidobacterium lactis, formam transferidas aliquotas de 1,0 mL
das diluicbes adequadas, em duplicata, para placas de Petri. Sobre cada amostra foi
adicionado o meio de cultura MRS &gar (De Man Rogosa e Sharpe, OXOID)
contendo as solucdes A, B e C. A solucao A consistia em uma solucao a 10% de
antibiético Dicloxacilina de s6dio monohidratada (Sigma); a solucao B consistia em
cloreto de litio (Vetec) a 10%, e a solucdo C consistia em Cloridrato de L-cisteina
(Synth) a 10%. Para cada litro de meio de cultura, foram adicionados 5 mL da
solucdo A, 10 mL da solugdo B e 5 mL da solugdo C. As trés solucdes foram
adicionadas ao meio de cultura apés filiragdo em membrana com diametro de 0,20
um (Sartorius Stedim Biotech - Minisart). A incubacgéo foi realizada a 37°C por 72
horas em jarras de anaerobiose, contendo gerador de anaerobiose anaerogem
(OXOID). As colbnias de B. lactis apresentam diametro entre 2 e 3 mm, coloracao
branca, leitosa e forma de lentilha. A confirmagao das colénias tipicas foi realizada
através de observacado da morfologia em microscopio.

4.7.2 UMIDADE E ATIVIDADE DE AGUA

A umidade das capsulas foi determinada antes e apds o processo de secagem em
secador de bandejas (item 4.4.2), conforme descrito em Instituto Adolfo Lutz (2005).
Amostras de capsulas foram pesadas (5 g) em placas de Petri (previamente secas
em estufa durante uma hora a 105 °C) e colocadas em estufa a 105 °C até que a

massa ficasse constante.

A atividade de agua das capsulas apds a secagem em secador de bandejas (item
4.4.2) foi determinada através do equipamento Aqualab da empresa Decagon.
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4.7.3 DIAMETRO DAS CAPSULAS

A determinacdo do didmetro das capsulas foi realizada em microscopio biocular
(CBA Olympus) com ocular micrométrica previamente calibrada. Amostras de
capsulas foram colocadas sobre as laminas com o auxilio de alga de inoculacéo,
tingidas com corante fucsina e cobertas com laminula. Foram realizadas vinte
medidas de didmetro para cada lamina em duplicata. A determinacdo do diametro
das capsulas foi realizada antes e apds a secagem em secador de bandejas (item
4.4.2).

4.7.4 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DO SORVETE

O pH do sorvete foi determinado por método direto utilizando um pHmétro digital
(Tec-2, Tecnalise). A acidez titulavel expressa em % de acido latico (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2005). O teor de sdlidos totais foi determinado pelo método
gravimétrico secando-se a amostra em estufa (Quimis) a 105°C por 5 horas
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005). O teor de cinzas foi determinado através do
método gravimétrico secando-se a amostra em mufla (Brasimet) a 550°C por 8 horas
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005). O teor de gordura foi determinado pelo método
de Gerber para creme (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005). O teor de proteina foi
determinado pelo método de Kjeldahl (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005). O teor de
carboidratos foi determinado por diferenca em relagcdo aos demais componentes.
Todas as analises foram realizadas em quadriplicata.

4.8 Analise Sensorial

O objetivo da andlise sensorial do sorvete foi avaliar se as capsulas com
microrganismos probi6ticos eram perceptiveis ao paladar.



47

O método utilizado foi o de preferéncia indireta. Foi avaliada também, a intencédo de
compra do produto (DUTCOSKY, 1996).

Cada provador recebeu duas amostras de sorvete: a amostra A, onde os
microrganismos foram adicionados na forma livre e a amostra B, onde os
microrganismos foram adicionados encapsulados em alginato de calcio. A avaliagao
por cada provador foi feita em uma escala hedbnica de nove pontos (desde
desgostei extremamente até gostei extremamente). A ficha utilizada na analise

sensorial encontra-se no anexo A.

A analise sensorial foi feita com 74 provadores nao treinados, sendo que 37 eram do

sexo feminino e 37 do sexo masculino na faixa etaria de 17 a 52 anos.

4.9 Analise estatistica

Os resultados foram analisados através da andlise de variancia (ANOVA) com nivel
de significancia de 5%, utilizando-se o programa Excel, versao 2007. Foi utilizado o
método de Duncan para comparagdes multiplas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Influéncia do processo de secagem em estufa com circulacao de ar na
sobrevivéncia de Lactobacillus acidophilus encapsulados

Os resultados da populacao de Lactobacillus acidophilus nas capsulas antes e apds
a secagem em estufa com circulacéo de ar a 55 °C por 8 horas estdo apresentados
na tabela 2.

Tabela 2: Populacao de L. acidophilus (Log UFC/g) nas cdpsulas antes e apds a secagem

LOG UFC/g
REPLICA ANTES APOS
1 8,89 6,00
2 8,04 6,30
3 8,28 7,32
MEDIA 8,4 6,5
DESVIO PADRAO 0,4 0,7

Observa-se na tabela 2, que o processo de encapsulagao utilizado no presente
estudo € viadvel no que diz respeito a sobrevivéncia de L. acidophilus, pois a
concentragcdo do microrganismo nas capsulas antes do processo de secagem
permaneceu em média 8,4 Log UFC/g, mostrando-se adequado sua aplicagdo em
produtos alimenticios que nao sejam secos. Entretanto, os resultados mostraram
que o processo de secagem em estufa com circulagdo de ar a 55°C nao foi
adequado para a sobrevivéncia de L. acidophilus, pois a populacdo do
microrganismo nas capsulas apés este processo de secagem ficou em torno de 10°
UFC/g. Dessa forma, para atender a legislacao brasileira vigente, seria necessario
adicionar uma quantidade grande de capsulas no alimento, tornando inviavel sua
aplicacao (ANVISA, 2008).
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A curva de secagem das capsulas de alginato de calcio contendo L. acidophilus esta

apresentada na figura 3.
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Figura 3: Massa das capsulas (m) em fungéao do tempo de secagem (t).

Pode-se observar que o perfil de secagem das capsulas em estufa a 55°C foi linear
(R® = 0,998) e, portanto a temperatura das capsulas deveria ser menor que a da
estufa, 0 que ndo causaria reducédo na populacdo de microrganismos devido a alta
temperatura. Porém conforme observado na tabela 2, a populagao de L. acidophilus,
durante o processo, foi reduzida em aproximadamente 2 Log UFC/g. Este fato
ocorreu, provavelmente, devido a temperatura da superficie das capsulas ter
atingido temperaturas altas (acima de 40 °C) ocasionando a redu¢édo da populacao
do microrganismo. Influéncia do processo de secagem em secador de bandejas na
sobrevivéncia de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis encapsulados.

A Tabela 3 apresenta os valores médios e desvio padrdo, de quatro réplicas, da
populacao de L. acidophilus e B. lactis nas capsulas produzidas de acordo com cada



50

tratamento, onde: T1, capsulas de alginato de calcio; T2, capsulas de alginato de

célcio e amido resistente; T3, capsulas de alginato de calcio e goma acacia

Tabela 3: Média e desvio padrao (DP) da populagédo de L. acidophilus e B. lactis (Log UFC/g) nas
capsulas antes e apds a secagem para os trés tratamentos T1, T2 e T3

Log UFC/g

L. acidophilus B. lactis

Antes Apos Antes Apos

Média DP Média DP Média DP Média DP

T1 9,3™ 0,1 6,352 0,1 9,04 0,03 4,96°? 0,2
T2 9,3 0,2 7,250 0,1 g, oM 0,3 5,382 0,3
T3 9,0 0,2 7,55¢ 0,2 9,01"* 0,05 7,880 0,5

A, B: médias com letras iguais na mesma linha para o mesmo microrganismo nao apresentam diferenga
significativa (p > 0,05);

a, b,c: médias com letras iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa (p >0,05);

T1: capsulas de alginato de célcio; T2: capsulas de alginato de célcio e amido resistente; T3: capsulas de
alginato de célcio e goma acécia.

Observa-se na tabela 3 que o processo de secagem em secador de bandejas
reduziu a populagdo de L. acidophilus e B. lactis encapsulados de acordo com 0s
trés tratamentos. Nas capsulas produzidas apenas com alginato de calcio (T1) a
sobrevivéncia do L. acidophilus ap6s a secagem foi significativamente menor
(p < 0,05) que nas capsulas produzidas com adicdo com amido resistente (T2) e
goma acacia (T3). A reducao na populagcao de L. acidophilus nas capsulas sem os
prebidticos, amido resistente e goma acacia, foi de 3,0 Log UFC/g e nas capsulas
produzidas com a adicdo de amido resistente e goma acacia a redugcdao na
populacao de L. acidophilus foi de 2,1 e 1,5 Log UFC/g respectivamente, havendo
diferenca significativa (p < 0,05) entre os trés processos de encapsulacdo na
sobrevivéncia de L. acidophilus.

Nas capsulas produzidas com alginato de calcio e o prebidtico goma acéacia (T3) a
sobrevivéncia de B. lactis ap6s a secagem foi significativamente maior (p < 0,05) que
nas capsulas produzidas somente com alginato de calcio (T1) e com adicdo de
amido resistente (T2). A reducdo na populacdo de B. lactis nas capsulas com o
prebidtico goma acacia (T3) foi de 1,2 Log UFC/g, ja nas capsulas sem prebidtico
(T1) e com o prebiético amido resistente (T2), a reducéao foi de 4,1 e 3,9 UFC/g, nao
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havendo diferenca significativa (p > 0,05) entre estes dois processos de
encapsulacao na sobrevivéncia de B. lactis.

Os resultados mostraram que, quando a encapsulacao foi enriqguecida com goma
acacia, a sobrevivéncia dos microrganismos nas capsulas apdés o processo de
secagem foi maior. Isso ocorreu devido a propriedade da goma acéacia de formacéao
de filme, o que tornou a capsula menos porosa, aumentando, assim, a sobrevivéncia

dos microrganismos probidticos encapsulados estudados no presente estudo.

A adicao de amido resistente ao alginato de célcio no processo de encapsulacao de
L. acidophilus e Bifidobacterium ssp ja foi reportada anteriormente por Sultana et al..
(2000). Os resultados mostraram que a recuperagcdo dos microrganismos
encapsulados com alginato de calcio e 2% de amido resistente, foi 3 Log UFC/g

maior que quando adicionados livres ao iogurte.

O processo de secagem em secador de bandejas nao foi adequado no que diz
respeito a sobrevivéncia de L. acidophilus e B. lactis, pois houve uma reducao
significativa na populacdo de ambos os microrganismos (p < 0,05). A populagédo de
L. acidophilus nas capsulas contendo amido resistente e goma acacia, apds a
secagem, permaneceu em torno de 10” UFC/g e para B. lactis, em torno de 10° e
10" UFC/g respectivamente. Assim para atender a legislacdo vigente (ANVISA,
2008), seria necessario acrescentar uma grande quantidade de cdapsulas ao

alimento, tornando inviavel a aplicagao das mesmas.

Outro ponto a ser considerado é a elevada umidade e atividade de agua das
capsulas apés a secagem.

O processo de secagem empregado reduziu a umidade das capsulas produzidas de
acordo com os tratamentos T1, T2 e T3, em apenas 5,7%, 14,4% e 9,2%
respectivamente (tabela 4). Dessa forma, essas capsulas nao seriam adequadas
para aplicacdo em alimentos com baixa atividade de agua, como barra de cereais.
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Os valores médios de atividade de agua das capsulas produzidas de acordo com os
tratamentos T1, T2 e T3 e submetidas ao processo de secagem, ndo apresentaram
diferenca significativa (p > 0,05), permanecendo em média 0,995 (tabela 5).

Tabela 4: Umidade (%) das capsulas antes e apés a secagem para os trés tratamentos T1, T2 e T3

Umidade (%)

Tratamento Antes Apoés
T1 99,7+0,1% 94,0+0,22
T2 95,9+0,4° 81,5+0,5°
T3 97,6+0,1° 88,4+0,1°

a, b, c: médias com letras diferentes na mesma coluna apresentam diferencga significativa (p<0,05).
T1: cépsulas de alginato de célcio; T2: céapsulas de alginato de célcio e amido resistente; T3: capsulas de
alginato de célcio e goma acacia.

Tabela 5: Média e desvio padrao de atividade de agua das capsulas produzidas conforme os
tratamentos T1, T2e T3

Aw
Tratamento Média DP
T1 0,996% 0,000
T2 0,996% 0,002
T3 0,994% 0,003

a: médias com letras iguais ndo apresentam diferencga significativa (p > 0,05).
T1: cépsulas de alginato de célcio; T2: capsulas de alginato de célcio e amido resistente; T3: capsulas de
alginato de célcio e goma acacia.

Os resultados de umidade mostram que, as capsulas produzidas somente com
alginato de calcio (T1), antes do processo de secagem, apresentaram teor de
umidade significativamente maior (p < 0,05) que as produzidas com amido resistente
(T2) e goma acacia (T3), conforme observado na tabela 4.

Além disso, apdés a secagem, a umidade das capsulas contendo amido e goma
acacia, apresentou valores significativamente menores (p < 0,05) que as capsulas
produzidas apenas com alginato de calcio. As capsulas com amido resistente
também apresentaram menor umidade (81,5 %) que as capsulas com goma acacia
(88,4%).
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Embora as capsulas submetidas ao processo de secagem tenham apresentado uma
baixa populacdo de probioticos, a aplicagcdo das capsulas, antes do processo de
secagem, produzidas pelo método de aspersado desenvolvido no presente estudo se
mostrou viavel, pois a populagdo de ambos o0s microrganismos, para os trés
tratamentos, ficou em torno de 10° UFC/g. Assim a adi¢do de 1 g de capsula em
200 g do alimento seria suficiente para atender a legislagédo (ANVISA, 2008).

A Tabela 6 apresenta o diametro médio das capsulas produzidas de acordo com os
tratamentos T1, T2 e T3 (T1, capsulas de alginato de calcio; T2, capsulas de
alginato de célcio e amido resistente; T3, capsulas de alginato de calcio e goma
acacia, antes e apos o processo de secagem em secador de bandejas a 38°C.

Tabela 6: Diametro médio das capsulas produzidas conforme os tratamentos T1, T2 e T3
Diametro das capsulas

Tratamento (nm)
Antes Apés
T1 432 +137% 191 +6"2
T2 427 +11% 179 +8"B
T3 422 + 10" 170 +9°B?

A, B: médias com letras diferentes na mesma linha apresentam diferenga significativa (p<0,05);

a: médias com letras iguais na mesma coluna nao apresentam diferenca significativa (p >0,05);

T1: cépsulas de alginato de célcio; T2: capsulas de alginato de célcio e amido resistente; T3: capsulas de
alginato de célcio e goma acacia.

Observa-se na tabela 6 que houve uma reducao significativa (p<0,05) nos didmetros
das capsulas apds o processo de secagem em secador de bandejas a 38°C, porém
a adicao de prebiodticos ndo apresentou influéncia significativa (p > 0,05), tanto para
as capsulas antes quanto apo6s este processo de secagem. Este resultado mostra
que a adicao de goma acéacia e amido resistente no processo de encapsulacao nao
influenciaram o tamanho das capsulas. Os fatores que determinam o diametro das
capsulas sao: viscosidade da solucao de alginato de sodio; vazao da solugdo do
alginato de sddio; vazado do ar comprimido e a disténcia entre o bocal de saida da

solucao de alginato de sédio e solucao de cloreto de calcio.
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5.2 Influéncia de prebiéticos na sobrevivéncia de Lactobacillus acidophilus
e Bifidobacterium lactis encapsulados durante o processamento e

armazenamento de sorvete

Os resultados da contagem da populagdo de B. lactis na calda (antes do
congelamento) e no sorvete no tempo 0 (ap6s o congelamento), apresentados na
tabela 7, mostram que o congelamento nao reduziu significativamente (p > 0,05) o
namero de B. lactis no sorvete, para todos os tratamentos avaliados.

Observa-se, também na tabela 7 e figura 4, que a encapsulacdao em alginato de
célcio, nao influenciou significativamente (p >0,05) a sobrevivéncia do
microrganismo no sorvete durante os 210 dias de armazenamento a -18°C. No
sorvete com microrganismos livres (Sa) a populagao de B. lactis ao final de 210 dias
de armazenamento, permaneceu em 8,3 = 0,2 Log UFC/g, enquanto no sorvete com
microrganismos encapsulados em alginato de calcio (Sb), a populacdo permaneceu
em 7,9+0,1 Log UFC/g. A encapsulacdao com alginato de calcio e prebidticos
também nao influenciou significativamente (p > 0,05) a sobrevivéncia de B. lactis
durante o armazenamento do sorvete. Apds 210 dias de armazenamento do sorvete,
a populacdo do microrganismo (8,2 + 0,1 Log UFC/g) encapsulado em alginato de
célcio e goma acacia (Sc) nao apresentou diferenca significativa (p > 0,05) em
relacdo a populacao da bactéria (8,1 £ 0,2 Log UFC/g) encapsulada em alginato de

calcio e amido resistente (Sd) e também em relagao aos sorvetes Sa e Sb.
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Tabela 7: Populacdo de B. lactis, Log UFC/g (média = desvio padrdo) na calda (antes do
congelamento) e no sorvete durante a estocagem, para os tratamentos Sa (microrganismo livre), Sb
(microrganismo encapsulado em alginato de calcio), Sc (microrganismo encapsulado em alginato de

célcio e goma acacia) e Sd (microrganismo encapsulado em alginato de calcio e amido resistente).

Tempo (dias)

B. lactis (Log UFC/g)

Sa Sb Sc Sd

0 (calda) 8,20 + 0,03 8,2 +0,2"2 8,0 +0,1 8,0 + 0,272

0 (sorvete) 8,16 + 0,06 8,15+0,09" 8,10+0,07* 7,8+0,1"°

30 8,3+0,2" 8,20 +0,06™  820+0,04" 8,0+0,2"

60 8,3+0,2" 8,2+0,2"  822+0,07" 8,0+0,1™

90 8,3+0,2" 8,2+02"  821+0,06" 8,0%0,3"

120 8,2+0,1" 8,1+0,2" 8,3+0,1"  81+02"

150 8,10 £ 0,05 8,1+02"  820+0,07" 7,9%0,1%
180 8,19 £ 0,06 8,1+02"  809+0,05% 7,960,090

210 8,3+0,2" 7,9+0,1% 8,2+0,1"  81+02"

A — médias com letras iguais na mesma coluna nao apresentam diferencga significativa (p>0,05).
a — médias com letras iguais na mesma linha ndo apresentam diferencga significativa (p>0,05).
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Figura 4: Populacdo de B. lactis antes do congelamento (calda) e durante o

armazenamento do sorvete.
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Com relacdo a populacédo de L. acidophilus, verifica-se na tabela 8, que ndo houve
reducdo significativa (p >0,05) da populacdo de L. acidophilus durante o
congelamento do sorvete para todos os tratamentos. Esse fato € observado através
da comparacéao da populacdo do microrganismo antes do congelamento (calda) e no
tempo 0 de armazenamento do sorvete. Porém, ao longo do armazenamento a
populacao de L. acidophilus é reduzida significativamente (p < 0,05) para todos os
tratamentos. No sorvete com o microrganismo livre (Sa), encapsulado em alginato
de célcio (Sb) e encapsulado em alginato de calcio e goma acéacia (Sc) a reducao
passa a ser significativa (p < 0,05) a partir do 30° dia de estocagem a -18 °C e para o
sorvete com microrganismo encapsulado em alginato de célcio e amido resistente, a

partir do 60° dia (tabela 8 e figura 5).

Ao final de 210 dias de armazenamento a populacdo de L. acidophilus permaneceu
acima de 10’ UFC/g para todos os tratamentos avaliados, indicando que o sorvete
de creme apresentou caracteristicas adequadas para a sobrevivéncia do

microrganismo.
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Tabela 8: Populagdo de L. acidophilus, Log UFC/g (média * desvio padrdo) na calda (antes do
congelamento) e no sorvete durante a estocagem, para os tratamentos Sa (microrganismo livre), Sb
(microrganismo encapsulado em alginato de calcio), Sc (microrganismo encapsulado em alginato de
célcio e goma acacia) e Sd (microrganismo encapsulado em alginato de calcio e amido resistente).

L. acidophilus (Log UFC/g)

DIAS
Sa Sb Sc Sd

0 (calda) 8,33 +0,08° 8,2 +0,2 8,0 £ 0,2 8,0+0,1?
0 (sorvete)  8,26+0,08* 8194002 8,05+0,06°  8,0+0,3°
30 7,95 +0,08° 7,8+0,1° 7,78+0,09°  7,7+0,2%®

60 7,8+0,1° 7,7 0,2 7,7+0,1% 7,60 +0,07°
90 7,8+0,1° 7,8+0,2° 7,82+0,08°  7,4+0,3
120 7,8+0,1° 7,47 £0,06°  7,8+0,1° 7,5+0,1%
150 7,5+0,2° 75+0,2°  7,51+0,02 7,2+0,2°
180 7,77 £ 0,05° 76+02*°  753+001° 7,3%0,3™
210 7,5+0,2° 7,35+0,07° 7,62+0,06°  7,3+02%

a,b,c,d — médias com pelo menos uma letra igual na mesma coluna ndo apresentam diferenga
significativa (p > 0,05).
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Figura 5: Populagédo de L. acidophilus antes do congelamento (calda) e durante o armazenamento
do sorvete.
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Para comparar a sobrevivéncia de L. acidophilus entre os tratamentos Sa, Sb, Sc e
Sd, calculou-se para cada tratamento a diferenca da populacdo em determinado
tempo em relagcédo a populacdo do microrganismo na calda (antes do congelamento).

Os resultados estao apresentados na tabela 9.

Observa-se na tabela 9, que o tratamento Sc (microrganismo encapsulado em
alginato de célcio e goma acacia) foi o Unico que apresentou diferencga significativa
(p <0,1) em relagdo ao tratamento Sa (microrganismo livre), nos tempos 90, 120 e
210 dias de armazenamento. A reducdo da populacédo de L. acidophilus no sorvete
com o microrganismo livre (Sa) foi de 0,8 Log UFC/g depois de 210 dias de
armazenamento, enquanto no sorvete com 0 microrganismo encapsulado em
alginato de célcio e goma acacia (Sc) a reducéo foi de 0,4 Log UFC/g no mesmo
periodo. Nos sorvetes com o microrganismo encapsulado em alginato de calcio (Sb)
e alginato de célcio e amido resistente (Sd) a reducdo da populagdo de
L. acidophilus ap6s 210 dias de armazenamento também foi significativamente maior
(p < 0,05) que no sorvete com o microrganismo encapsulado em alginato de calcio e

goma acacia (Sc).

Tabela 9: Diferenca (média + desvio padrao) no numero de L. acidophilus (Log UFC/g), em relagao
ao numero na calda, durante e estocagem do sorvete, para os tratamentos Sa (microrganismo livre),
Sb (microrganismo encapsulado em alginato de calcio), Sc (microrganismo encapsulado em alginato
de calcio e goma acacia) e Sd (microrganismo encapsulado em alginato de calcio e amido resistente).

L. acidophilus (Log UFC)

Tempo (dias) Sa Sb Sc Sd
30 0,42 + 0,02 0,4 £0,2° 0,3+0,12 0,4 £0,12
60 0,5+0,12 0,5+0,3° 0,3+0,12 0,45 + 0,08°
90 0,53 +0,00° 0,41 %0,06%® 0,2+0,2° 0,5+0,1?
120 0,61 +0,08? 0,7 £0,2° 0,3+0,2° 0,51 £ 0,05%
150 0,9+0,12 0,7 £0,4° 0,5+0,12 0,8 £0,12
180 0,6 £0,12 0,6 £0,3° 0,5+0,2° 0,7 £0,3°
210 0,8 £0,12 0,9+0,12 0,4 +0,2° 0,8 £0,2°

a,b,c,d — médias com pelo menos uma letra igual na mesma linha ndo apresentam diferenca
significativa (p > 0,1).
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Neste estudo, o género Bifidobacterium, tanto livre quanto encapsulado, sobreviveu
melhor que o género Lactobacillus durante os 210 dias de armazenamento do
sorvete a -18°C. O mesmo foi observado por Akalin e Erisir (2008), que incorporaram
L. acidophilus La-5 e B. animalis Bb 12, livres, em sorvetes contendo inulina e
oligofrutose. Os autores mostraram que mesmo havendo reducao significativa da
populacdo de ambos os microrganismos apés 90 dias de armazenamento a -18 °C,
0 género Bifidobacterium subsp. animalis Bb12 incorporado ao sorvete contendo
oligofrutose atingiu o nivel minimo de 10° UFC/g, enquanto L. acidophilus La-5
atingiu 10° UFC/g.

Assim como no presente estudo, Kailasapathy e Sultana (2003), também verificaram
que o encapsulamento em alginato de calcio ndo aumentou a sobrevivéncia de
L. acidophilus (DD910) e B. lactis (DD920) incorporados em sorvete e armazenados
a -20°C durante 180 dias. A reducéo celular de L. acidophilus encapsulado e livre
apés 6 meses de armazenamento foi de 2,06 e 2,52 ciclos logaritmicos
respectivamente e para B. lactis encapsulado e livre a reducao celular foi de 2,42 e
1,8 ciclos logaritmicos respectivamente. Godward e Kailasapathy (2003), também
verificaram que em queijo tipo cheddar, o encapsulamento, em alginato de célcio
enriguecido com amido resistente, de L. acidophilus CSCC2401, B. infantis
CSCC1912 e a linhagem comercial de B. lactis 920, prejudicou a sobrevivéncia dos
microrganismos. Apds 24 semanas de armazenamento entre 8 e 10 °C, os
microrganismos probibdticos encapsulados, tiveram reducdo de 1 a 2 ciclos
logaritmicos em relacédo as células livres. Segundo os autores, essa redugcao maior
de bactérias encapsuladas deveu-se a matriz do alimento que € complexa,
impedindo, assim, a troca de nutrientes e metabdlitos entre as capsulas e o

ambiente externo.

Conforme verificado nos trabalhos de Kailasapathy e Sultana (2003) e Godward e
Kailasapathy (2003), a alta taxa de sobrevivéncia dos microrganismos no presente
estudo, principalmente das células adicionadas livres ao produto, pode ser
justificada pelo alto teor de soélidos totais (33,6 %) e gordura (6,7%), que poderia
proteger ou até mesmo encapsular os microrganismos probiéticos. Além disso, o

sorvete apresentou pH 6,28, estando dentro da faixa de pH (5,5 a 6,5) considerada,
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segundo varios autores, favoravel para a sobrevivéncia de microrganismos
probiéticos (GODWARD & KILASAPATHY, 2003; CRUZ et al, 2009;
RANADHEERA, 2010).

Diferentemente do observado neste trabalho, Hamayouni et al. (2008), mostraram
que a encapsulacdo em alginato de calcio enriqguecido com amido resistente,
aumentou em torno de 30% a sobrevivéncia de L. acidophilus (LC-01) e B. lactis
(Bb-12) em sorvete contendo 1% de amido resistente armazenado durante 180 dias
a -20°C, porém essa diferenca so foi significativa apés 90 dias de armazenamento.
As diferencas observadas nos resultados do presente estudo e de Hamayouni et al.
(2008) podem ser justificadas pela sensibilidade das linhagens utilizadas e pelos
valores de overrum obtidos. No presente estudo, o overrum ficou em torno de 41%,
enquanto em Hamayouni et al. (2008), em 95%, ou seja, houve uma maior
incorporacao de ar, o que pode ter sido prejudicial para a sobrevivéncia de B. lactis,
que apresenta metabolismo anaerdbio (SULTANA et al., 2000; HANSEN et al., 2002;
HAMAYOUNI et al., 2007).

Pinto et al. (2009), também observaram que a encapsulacdo em alginato de célcio
de L. acidophilus NCFM e B. animalis sbsp. lactis aumentou significativamente a
viabilidade dos microrganismos quando incorporados em sorvete contendo inulina
durante 60 dias de armazenamento a -18°C. O aumento foi de 1 Log UFC/g para
L. acidophilus e 1,5 Log UFC/g para B. lactis.

A populagdo de B. lactis e L. acidophilus, tanto livres quanto encapsulados,
permaneceu em torno de 8,1 e 7,5 Log UFC/g respectivamente ap6s 210 dias a
-18 °C. Portanto, o sorvete de creme desenvolvido pode ser considerado um
alimento adequado para a incorporacao destes microrganismos, pois ambos se
mantiveram em quantidades adequadas para o produto ser considerado probiotico
conforme estabelecido na legislacao brasileira que determina que, a concentracédo
minima de probidtico no produto deve ser de 10% a 10° UFC na por¢éo recomendada
até o momento do consumo (ANVISA 2008). Outra observacdo importante é que,

para as condicoes estudadas no presente estudo, ndo & necessario encapsular os
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microrganismos. Dessa forma, o Unico custo adicional na producdo de um sorvete

probidtico, sabor creme, seria o dos microrganismos probiéticos.

5.2.1 ANALISES DO SORVETE

Os resultados da composicao centesimal do sorvete (tabela 10) mostram que,
conforme especificado na legislacdo (ANVISA, 2005), o produto pode ser
classificado como sorvete de creme, pois apresenta teores de sélidos totais acima
de 32% e proteinas acima de 2,5%.

Tabela 10: Composicao centesimal do sorvete (média * desvio padrao)

Componente Teor (%)
Cinzas 1,280 = 0,004
Sélidos Totais 33,55 £ 0,02
Proteinas 3,4%£0,2
Gorduras 6,7+£0,6
Carboidratos 23,5+0,9

O sorvete apresentou teor de acido latico de (0,20 £ 0,05 %) e pH 6,28 + 0,02,
valores considerados adequados para a sobrevivéncia de microrganismos
probidticos, conforme ja citado por Cruz et al. (2009).

O overrum obtido foi de (41 + 4 %), devido a limitacao do equipamento utilizado para
bater o sorvete. A baixa incorporacdo de ar no produto pode ter favorecido a
sobrevivéncia de B. lactis, que apresenta metabolismo anaerébio. (CRUZ et al.,
2009).
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5.2.2 ANALISE SENSORIAL

Com relacdo as caracteristicas sensoriais dos produtos, a média das notas obtidas
para a amostra A (sorvete com microrganismos livres) e amostra B (sorvete com
microrganismos encapsulados em alginato de calcio) foi de 7,61 e 7,75%
respectivamente, ndo havendo diferenga significativa entre ambas (p > 0,05).

A amostra A (sorvete com microrganismos livres) obteve aceitacdo entre “gostei
regularmente” (22%), “gostei muito” (44%) e “gostei extremamente” (21%), que
corresponde as pontuacdes 7, 8 e 9 da escala hedbnica de 9 pontos. Assim a
porcentagem de provadores que gostaram da amostra A (pontuacao igual ou maior
gue 6 na escala heddnica) foi de 95% (figura 6).

A amostra B (sorvete com microrganismos encapsulados em alginato de calcio)
obteve aceitacao entre “gostei regularmente” (26%), “gostei muito” (44%) e “gostei
extremamente” (21%), que corresponde as pontuacdes 7, 8 e 9 da escala hedbnica
de 9 pontos. Assim a porcentagem de provadores que gostaram da amostra B
(pontuacéo igual ou maior que 6 na escala hedonica) foi de 99% (figura 7).

Em relacdo a intencdo de compra do produto 76% dos provadores comprariam a
amostra A e 74% comprariam a amostra B, sendo que 19% talvez comprassem a

amostra A e 21% talvez comprassem a amostra B.

Autores sugerem que, para as caracteristicas sensoriais de produtos como sorvete
nao seja alterada, o didmetro das capsulas deve ser no maximo de 80 um (HANSEN
et al., 2002; HAMAYOUNI et al., 2007; CAPELA et al., 2007) . O que nao ocorreu no
presente estudo, onde o diametro das capsulas ficou em torno de 477 um. Porém,
analisando-se as fichas das amostras onde continham os microrganismos
encapsulados (amostra B), nenhum dos provadores observou a presenca das
capsulas. Isso se deve ao fato das capsulas terem sido bem homogeneizadas no
produto e também, devido as caracteristicas do produto, pois se trata de um produto

cremoso, tornando, assim, as capsulas imperceptiveis.
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Figura 6: Aceitabilidade dos provadores para a amostra A (microrganismos livres)
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Figura 7: Aceitabilidade dos provadores para a amostra B (microrganismos encapsulados

alginato de célcio)
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6. CONCLUSOES

O método de encapsulacdo utilizado no presente estudo mostrou-se
tecnologicamente viavel, pois a populagcdo dos microrganismos probiéticos atingiu
valores acima de 10° UFC/g.

As condicbes de secagem, em secador de bandejas, fixada neste trabalho nao
foram adequadas para a sobrevivéncia de Lactobacillus acidophilus NCFM e
Bifidobacterium lactis Bl-04.

A secagem em estufa com circulacdo de ar a 55°C por oito horas causou uma
reducdo na populacdo de L. acidophilus de aproximadamente dois ciclos

logaritmicos.

A encapsulacdo em alginato de calcio com goma acacia promoveu maior protecao
as células de L. acidophilus e B. lactis submetidos a secagem em secador de
bandejas a 38 °C por quatro horas.

A encapsulacao de L. acidophilus em alginato de célcio com goma acacia favoreceu
a sobrevivéncia do microrganismo em sorvete de creme armazenado por 210 dias a
-18 °C.

A encapsulacao de B. lactis em alginato de calcio com ou sem os prebidticos (goma
acacia e amido resistente) ndo influenciou a sobrevivéncia do microrganismo em

sorvete de creme armazenado por 210 dias a -18 °C.

Ap6s 210 dias de armazenamento, todos os sorvetes estudados, podem ser
considerados probiodticos de acordo com a legislacdo brasileira vigente (ANVISA,
2008).

Os resultados da analise sensorial mostraram que a adicdo de microrganismos

encapsulados ao sorvete nao é perceptivel ao paladar.
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