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RESUMO

OLIVEIRA, Patricia Martins de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho de
2014. Impregnacdo de bactérias probioticas em meldo minimamente
processado Orientador: Afonso Mota Ramos. Coorientadoras: Eliane Mauricio
Furtado Martins e Erica Nascif Rufino Vieira.

A procura por novas matrizes alimentares como veiculo de bactérias probiéticas esta
crescendo, assim 0 objetivo desta pesquisa foi avaliar os métodos de impregnacéo a
vacuo (IV) e imersdo na adicdo de bactérias probidticas em meldo minimamente
processado (MMP). O tempo de IV (2, 4 ou 6 minutos) foi determinado considerando

a contagem de L. plantarum e a firmeza do produto. Apos a determinacdo do tempo
de IV, L. acidophiluse L. plantarum foram adicionados ao MMP por IV e imersao.
Como controle, os MMP foram submetidos ao mesmo procedimento, sem a presenca
de probidticos. Os produtos foram armazenados a 5 °C por 8 dias e submetidos as
andlises de pH, acidez, solidos sollveis totais (SST), vitamina C, cor, incorporacado
de componentes, firmeza, perda de massa, coliformes a 30 e 45 °C, contagem de
psicrotréficos e microscopia confocal (MCVL). O tempo de IV néo influenciou a
contagem de L. plantarum e a firmeza do MMP, sendo definido o tempo de 2
minutos para producdo de MMP probiético. Verificou-se que, logo apdés o
processamento, as contagens de L. acidophilus ndo apresentaram diferenca (p>0,05),
independente da técnica utilizada (9,90 e 9,62 Log¢/fRtara MMP submetido &

IV e imersao, respectivamente) e, apos 8 dias de estocagem, a técnica de IV foi mais
eficiente para manutengcédo da viabilidade de L. acidophilus em MMP (7,98 Log
UFCg™ para a imersdo e 8,61 Log UBC para a IV). Constatou-se que a IV
resultou em maior contagem de L. plantarum em MMP (9,40 Logd}F@m
comparacéo com a técnica de imersao (8,96 Logdffgo apds o processamento

e, apos 8 dias de estocagem, observou-se que ndo houve diferenca entre as
contagens. Os MMP adicionados de L. plantarum apresentaram um decréscimo no
pH e um aumento na acidez para ambos os métodos. Para SST apenas o MMP
adicionado de L. plantarum por IV apresentou um aumento no °Brix. O maior
conteudo de vitamina C foi verificado para o MMP adicionado de L. plantarum por
IV, sendo que, ao longo da estocagem, este teor decresceu para todos os tratamentos.
Verificou-se que o método de IV e a presenca de L. plantarum foram os fatores que

mais influenciaram as caracteristicas de cor dos MMP. Verieque a técnica de



IV incorporou maior quantidade de componentes ao MMP (3,63 vezes mais solucdo
que a imersao). Este resultado justifica as maiores contagens dos micro-organismos
probioticos nos MMP submetidos a técnica de IV. Verificou-se que a técnica de IV e

a adicdo de L. plantarum promoveram uma reducdo na firmeza inicial do MMP e
resultaram em uma maior perda de massa do produto ao longo da estocagem. Os
MMP controles e inoculados com bactérias probidticas estavam de acordo com a
legislacdo quanto as suas caracteristicas microbiologicas, além de terem apresentado
baixas contagens de micro-organismos psicrotroficos. Pelas fotomicrografias obtidas
por MCVL constatou-se que as culturas probitticas apresentaram boa capacidade de
adesdo em MMP por ambas as técnicas. Portanto, a técnica de imersdo e o micro-
organismo L. acidophilus promovem menores alteracées nas caracteristicas fisico-
quimicas, de cor e firmeza de MMP. Assim, MMP pode ser usado como veiculo de
bactérias probiéticas, sendo uma alternativa para individuos que ndo consomem

derivados lacteos.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Patricia Martins de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2014.
Impregnation of probiotic bacteria in minimally processed melon Adviser:
Afonso Mota RamosCo-advisers: Eliane Mauricio Furtado Martins and Erica Nascif
Rufino Vieira.

The demand for new food matrices as a vehicle for probiotic bacteria is growing. The
objective of this study was to evaluate the methods of vacuum impregnation (VI) and
immersion in the addition of probiotic bacteria in minimally processed melon
(MPM). The time of IV (2, 4 or 6 minutes) was determined considering the count of
L. plantarum and firmness of the product. After determining the time VI, L.
acidophilus and L. plantarum were added to the MPM by VI and immersion, as
control, the MPM were submitted the same procedure without the presence of
probiotics. The products were stored at 5 °C for 8 days and subjected to counting of
probiotic bacteria, pH, acidity, total soluble solids (TSS), vitamin C, color,
incorporating components, firmness, weight loss, coliforms at 30 and 45 °C, count of
psychrotrophic and confocal microscopy (CLSM). The time of VI did not influence
the count of L. plantarum and firmness of MPM being defined time of 2 minutes to
produce MPM probiotic. It was found that, after processing, the counts of L.
acidophilus showed no difference independent of the technique used (9.90 and 9.62
log CFU.g™* for MPM subjected to VI and immersion, respectively) and, after 8
days, the VI technique is most effective for maintaining the viability of L.
acidophilus in MPM (7.98 log CFUgfor immersion and 8.61 Log CFU'go VI).

It was found that the VI resulted in a greater count of L. plantarum in MPM (9.40 log
CFU.gY compared with the technique of immersion (8.96 log CE).gfter
processing and after 8 days of storage, it was observed that there was no difference
between the counts. The MPM added of L. plantarum showed a decrease in pH and
an increase in acidity for both methods. For TSS only MPM added of L. plantarum
by VI showed an increase in °Brix. The highest content of vitamin C was observed
for MPM added of L. plantarum by VI and, during the storage, this content decreased
for all treatments. It has been found that the IV method and the presehce of
plantarum were the factors that most influenced the color characteristics of MPM. It
has been found that the technique of VI incorporated higher amount of components

to the MPM (3.63 times more the solution that the immersion). This result justifies
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the higher counts of probiotic microorganisms in MPM submitted to VI technique. It
has been found that the technique of VI and the addition of L. plantarum promoted a
reduction in the initial firmness of MPM and resulted in a greater weight loss of the
product during the storage. The MPM controls and inoculated with probiotic bacteria
were in accordance with the legislation for microbiological quality and showed the
low counts of psychrotrophic microorganisms. By CLSM photomicrographs it was
found that the probiotic cultures showed good adhesion capacity in MPM by both
techniques. Therefore, the immersion technique and microorganism L. acidophilus
promote minor changes in physico-chemical characteristics, color and firmness of
MPM. Therefore, MPM may be used as a carrier of probiotic bacteria, as an

alternative for individuals who do not consume dairy products.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o consumo de vegetais tem aumentado como forma de
buscar uma alimentacdo saudavel a partir de produtos menos processados, com
elevada conveniéncia e frescor, sem cascas ou sementes, em porc¢oes individuais e
prontos para o consumo. Ao mesmo tempo, 0s consumidores estdo cada vez mais
conscientes da relacdo entre dieta e saude, com isso a procura por alimentos que
contenham ingredientes funcionalmente ativos, como 0sS macro e micronutrientes,
prebidticos e probidticos também aumentou.

De acordo com a Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo e Organizacdo Mundial da Saude, probidticos sdo micro-organismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficio a
saude do hospedeiro e sdo amplamente usados como um suplemento alimentar
microbiano vivo que pode melhorar o equilibrio microbiano intestinal (FAO/WHO,
2001; SANDERS, 2003).

Problemas como intolerancia e alergia aos derivados lacteos, aumento de
individuos vegetarianos, dietas com restricdo de colesterol, entre outros fez com que
a procura por novas matrizes alimentares como veiculo de bactérias probitdticas em
alternativa aos produtos lacteos crescesse. Uma nova matriz para incorporacao dessas
bactérias na dieta que tem sido amplamente discutida é o uso de vegetais, seja na
forma de sucos, patés, minimamente processados, entre outros. Frutas e hortalicas
possuem nutrientes que promovem o crescimento de micro-organismos probidticos e
nao oferecem aos consumidoregmpecilhos dos produtos lacteos.

Uma tecnologia com grande perspectiva para aplicacdo na producao de
alimentos funcionais, incluindo vegetais adicionados de bactérias probidticas, € a
impregnacdo a vacuo (IV), que utiliza gradientes de pressao para incorporar
componentes funcionais na matriz estrutural de alimentos porosos, sem modificar
substancialmente as suas propriedades sensoriais. Diversos estudos ja mostraram que
a IV é eficiente para incorporar nutrientes em frutas e hortalicas, como vitaminas,
sais minerais e micro-organismos probidticos.

Diversas frutas cultivadas no Brasil, tais como melancia, meldo, abacaxi,
mamao, caqui, conde, laranja, manga e jaca sdo bem aceitas pelos consumidores,
sendo que o meldo tem sido apontado como uma fruta bastante promissora para

elaboracdo de produtos minimamente processados, uma vez que seu consumo pode

12



ser limitado devido ao seu tamanho e a inconveniéncia do. Assim, 0 processamento
minimo surge oferecendo praticidade uma vez que os frutos ja estardo picados e
prontos para consumo.

Diante do exposto, 0 objetivo principal desse trabalho foi avaliar os métodos
de impregnacgdo a vacuo e impregnacao a pressdo atmosférica ou imersdo na adicao
de bactérias probidticas em meldo minimamente processado, a fim de produzir um

alimento minimamente processado com alegacdes de propriedades funcionais.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar os métodos de impregnacdo a vacuo e impregnacdo a pressao
atmosférica ou imersdo na adicdo de bactérias probidticas em meldo minimamente

processado.

2.2. Objetivos especificos

v Avaliar o tempo de pressdo de vacuo utilizado na impregnacao de
Lactobacillus acidophilue Lactobacillus plantarum em meldo minimamente
processado;

v Avaliar a viabilidade de L. acidophilus L. plantarum adicionados por
impregnacao a vacuo e imersdo em meldo minimamente processado;

v Determinar as caracteristicas fisico-quimicas (pH, acidez total titulavel,
sélidos soluveis totais, aglUcares e vitamina C) de meldo minimamente
processado adicionado de L. acidoph#us plantarum, por impregnagéao a
vacuo e imersao ao longo do periodo de armazenamento;

v Determinar as caracteristicas de cor e textura de meldo minimamente
processado adicionado de L. acidoph#us plantarum, por impregnacéao a
vacuo e imersao ao longo do periodo de armazenamento;

v Determinar a qualidade microbiolégica (coliformes a 30 e 45 °C e contagem
de micro-organismos pscicrotréficos) de meldo minimamente processado
adicionado de L. acidophilus L. plantarum, por impregnacdo a vacuo e
imersao, no inicio e no final da sua vida de prateleira;

v Determinar a aceitabilidade sensorial de meldo minimamente processado
adicionado de L. acidophilus L. plantarum, por impregnacdo a Vacuo e
imersao, no primeiro e quarto dia de armazenamento;

v Verificar por meio de Microscopia confocal de varredura a laser a proporcao
de células vivas e mortas de L. acidophius plantarum adicionados em

meldo minimamente processado por impregnacao a vacuo e imersao.

14



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Vegetais Minimamente Processados

Dados do Instituto Brasileiro de Frutas (IBRAF) mostraram que em 2005 a
producao de frutas frescas no pais foi maior que 43 milhdes de toneladas (IBRAF,
2007) e, em 2008, somente o estado de Minas Gerais produziu, aproximadamente,
2,33 milhdes de toneladas de frutas (IBRAF, 2013). Em 2011, o Brasil foi
considerado o terceiro maior produtor mundial de frutas, com uma producéo superior
a 45 milhdes de toneladas, ficando atras apenas da China e da india. A base agricola
da cadeia produtiva das frutas abrange 3,0 milhGes de hectares e gera 6,0 milhdes de
empregos diretos, segundo a Secretaria de Estado da Agricultura e do Abastecimento
do Departamento de Economia Rural (SEAB/DERAL, 2012).

Juntamente com o0 aumento da producdo vém ocorrendo um aumento do
consumo de frutas em detrimento aos produtos industrializados, principalmente,
devido as mudancas de habitos alimentares da populagéo brasileira, preocupada com
uma alimentacdo saudavel e de qualidade adequada (FIORAVANCO, 2000; ALVES
et al., 2010).

Frutas e hortalicas sdo alimentos essenciais na dieta do ser humano e existem
evidéncias consideraveis dos beneficios nutricionais a salde associados ao seu
consumo (RAMOS et al., 2013). Devido a presenca de niveis elevados de
micronutrientes e fibras, o consumo desses produtos € recomendado pela
Organizacdo Mundial da Saude - OMS, Food and Agriculture Organization - FAO e
United States Department of Agriculture - USDA e European Food Safety Authority
- EFSA para reduzir o risco de doencas cardiovasculares e cancer (SU; ARAB,
2006.

A populacéo esta cada vez mais consciente da relacao entre dieta e saude e,
com isso, o consumo de produtos frescos, bem como alimentos funcionais, tem
aumentado significativamente. As decisfes de compra que se baseavam apenas nos
aspectos de variedade, conveniéncia e estabilidade de precos (CUNHA FILHO,
2005) ao longo dos anos, passaram a envolver avaliacbes de caracteristicas
intrinsecas do produto, como qualidade, seguranca alimentar, aspectos sensoriais e

nutricionais.
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Diante dessa demanda, a industria de alimentos desenvolveu tecnologias de
conservagdo caracterizadas por um processamento minimo desses produtos,
objetivando satisfazer a necessidade do consumidor moderno de frutas e hortalicas
frescas, adaptando-se a tendéncia contemporanea, em que o tempo disponivel para o
preparo das refei¢cdes € limitado (VANETTI, 2000; CENCI, 2011

O processamento minimo de alimentos é uma tecnologia ndo térmica com
garantia de conservacdo dos alimentos e das normas de seguranca, bem como a
manutencéo, quando possivel, das caracteristicas de frescoutds e hortalicas
(ALLENDE; TOMAS-BARBERAN; GIL, 2006).

De acordo com Moreti (2007), vegetais minimamente processados sao frutas
ou hortalicas que tenham sido fisicamente modificadas da sua forma original, mas
gue sofreram um processamento minimo, mantendo caracteristicas de frescor
semelhante ao produto na sua forma in natura, com a vantagem de um minimo ou
nenhum processamento adicional antes do consumo (RICO et al., 2007). Além disso,
sdo vegetais que foram submetidos a operacbes de lavagem, pré-resfriamento,
sanitizacdo, descascamento, fatiamento/corte, embalagem e armazenamento sob
refrigeracao.

Durante a ultima década, as frutas e hortalicas minimamente processadas
tornaram-se populares entre os consumidores europeus (ALEGRE et al., 2010).
Como resultado dessa popularizacédo, uma maior variedade de vegetais minimamente
processados estdo sendo introduzidos no mercado para atender a demanda do
consumidor por produtos saudaveis, convenientes e seguros (ALEGRIA et al., 2010).

Entretanto, frutas e hortalicas estdo entre os alimentos mais pereciveis do
mercado. Eles séo ricos em carboidratos e pobres em proteinas, com valores de pH
abaixo de 7,0 e exibem uma elevada atividade de agua. Estas condicGes tornam esses
produtos habitat adequado para varias bactérias, leveduras e fungos filamentosos
(GOMEZ- LOPEZ et al., 2005; RAMOS et al., 2013) . A deterioracéo resultante de
frutas e hortalicas € caracterizada por uma coloracdo marrom, morte do tecido, perda
de textura, formacéo de exsudado e/ou producao de odores ou off-flavors (SANZ et
al., 2002; RAMOS et al., 2013).

Assim, os produtos minimamente processados tém uma vida util limitada
devido as operagbes de processamento que alteram a integridade fisica destes
produtos, acelerando, assim, as reac¢des bioquimicas e aumentando a susceptibilidade

destes produtos a contaminacéo e crescimento microbiano, além da acéo enzimatica
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(MUKHERJEE et al., 2004; ABADIAS et al., 2008; BOTELHO et al., 2010). Esses
fatores tornam o0s vegetais minimamente processados mais pereciveis que as
matérias-primas de origem.

Os vegetais in natura tem uma vida util relativamente longa (algumas
semanas dependendo do vegetal), enquanto os vegetais minimamente processados
tem uma vida de prateleira curta, de 4 a 7 dias. Sua vida util depende de varios
fatores, tais coma@ qualidade inicial do vegetal, a tecnologia de producédo, do
namero e interagdes entre grupos microbianos. Além disso, segundo Ramos et al.
(2013), estender a vida de prateleira desses produtos se torna ainda mais dificil
devido a producédo de etileno, atividade respiratoria e escurecimento enzimatico e
nao enzimatico que séo estimulados por lesdes.

Para minimizar esses efeitos, algumas das etapas do processamento merecem
destaque. A sanitizagcdo, normalmente feita com solugao clorada, permite minimizar
as perdas poés-colheita de vegetais, por reduzir a perda de massa e a incidéncia de
fungos. O corte deve ser realizado de forma cuidadosa para preservar a0 maximo o
tecido vegetal, reduzindo a liberacdo de enzimas que degradam o produto. Além
disso, embalagens adequadas e refrigeracédo retardam ainda mais o acesso de micro-
organismos e a taxa metabdlica de vegetais (IBRAF, 2008). A refrigeracdo €
considerada o meio mais efetivo para promover a manutencao e o prolongamento do
tempo de estocagem, bem como para minimizar os efeitos deletérios ocasionados
pelo processamento (SEBRAE, 2008).

2.1.1. Melado

O meldo (Cucumis melo L.) teve seu cultivo comercial iniciado no Brasil na
década de 60 e, desde entdo, vem ganhando importancia econémica. No pais, foram
produzidos em 2009, aproximadamente, 403 mil toneladas de meldo, com fortes
tendéncias de crescimento, em funcdo do consumo interno e das exportacdes
(IBRAF, 2013).

Ele pertence a familia Curcubitacea e apresenta grande diversidade de
variedades. Trata-se de uma espécie polimorfica, cujas formas boténicas
diferenciam-se quanto a sensibilidade ao frio, capacidade de conservacgao, atividade
metabolica e, sobretudo em forma, tamanho de fruto e estrutura da casca e da polpa.
A casca apresenta variacdo de coloracdo em funcdo da cultivar, que vai desde o

laranja escuro até branco e verde (ARTES et al., 1993). Os principais melées
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produzidos comercialmente pertencem aos cultivares Cucumis melo inodorus Naud.
e Cucumis melo cantaloupensis Naud., que correspondem, respectivamente, aos
meldes inodoros e aromaticos (ALVES, 2000).

Dentre os meldes produzidos no Brasil, o amarelo (Cucumis melo L.),
também chamado de espanhol, pertencente ao grupo dos Inodorus, apresenta maior
preferéncia pelos consumidores, uma vez que possui mais resisténcia ao manuseio
pos-colheita, qualidade sensorial consideravel e maior vida de prateleira a
temperatura ambiente (FRUTISERIES, 2003). Os frutos apresentam formato
redondo ovalado, casca amarela e levemente enrugada, polpa de cor branca ou
branca-creme e textura macia (SENAR, 2007; PAIVA et al., 2008

Do ponto de vista nutricional, o0 meldo contém 83 g de agua; 0,84 g de
proteina; 0,30 g de fibra alimentar; 0,10 g de lipideos; 16 mg de vitamina C e
0,50 mg de niacina, por 100 g de polpa. Comparado a outras frutas e hortalicas, €
especialmente rico em elementos minerais como potassio (188 mg), fésforo (12 mg)
e magnésio (13 mg), em 100 g de polpa (COSTA, 2008).

O meldo tem sido apontado como uma fruta bastante promissora para
elaboracdo de produtos minimamente processados (RUSSO; DAIUTO; VIEITES,
2012; BATISTA; BORGES, 2013), tendo em vista que seu consumo pode ser
limitado devido ao seu tamanho e a inconveniéncia do descascamento (ARRUDA et
al., 2007). Assim, o processamento minimo surge oferecendo praticidade uma vez
que os frutos ja estardo picados e prontos para consumo.

No entanto, estes produtos se tornam mais susceptiveis as diversas alteracdes
gque podem comprometer a sua qualidade, devido principalmente as injurias
mecanicas, causadas nas etapas de descascamento e corte. Dentre as possiveis
alteracbes do meldo minimamente processado podem-se citar a perda de agua,
alteracdo da coloracédo e firmeza, aceleracdo do metabolismo, que ocasionam
aumento da taxa respiratoria e da producdo de etileno e o crescimento de micro-
organismos (OMS-OLIU et al.,, 2008). Assim, para que esses produtos sejam
consumidos sem nenhum preparo adicional e para que possam ser conservados por
mais tempo, sem causar problemas a saude dos consumidores, deve-se adotar as boas
praticas no seu preparo e, como método essencial de conservacéo, a refrigeracao
(BATISTA; BORGES, 2013).
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2.2. Probioticos

Ao longo das duas ultimas décadas, a crescente conscientizacdo dos efeitos da
dieta sobre a saude tem levado os consumidores a procurar por diferentes produtos
alimentares que contenham ingredientes funcionalmente ativos (KANMANI; LIM,
2013).

Apesar do termo "alimento funcional" ter sido usado pela primeira vez no
Japao na década de 1980 (CHONAN, 2011), até hoje ndo existe uma definicdo
universalmente aceita. Uma das definicbes mais completas descreve os alimentos
funcionais como sendo aqueles que beneficiam uma ou mais fungdes no organismo,
além da nutricdo bésica, contribuindo para melhorar o estado de saude e bem-estar
e/ou reduzir o risco de doencas (DIPLOCK et al., 1999).

Existem diversos tipos de alimentos com alegacdes funcionais, como o0s
fortificados com vitaminas e/ou minerais (vitamina C, vitamina E, acido fdlico,
zinco, ferro e calcio) (SLOAN, 2000); alimentos enriquecidos com micronutrientes
como os acidos graxos 6mega-3, fitosterois, fibras sollveis e aqueles que ptomove
a boa saude e previnem doencas como cancer (SLOAN, 2002). Além destes, 0s
alimentos funcionais amplamente promovidos pela midia nas sitiétadas, e que
apresentam estudos multidimensionais para aplicacdes tecnoldgicas e industriais, sdo
agueles que contém micro-organismos probidticos.

De acordo com a Organizacdo das Nacbes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo e Organizacdo Mundial da Saude, probiéticos sdo micro-organismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficio a
saude do hospedeiro e sdo amplamente usados como um suplemento alimentar
microbiano vivo que pode melhorar o equilibrio microbiano intestinal (FAO/WHO,
2001; SANDERS, 2003).

A maior parte das estirpes de bactérias probiéticas pertencem aos géneros de
bactérias do acido lactico, tais como Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. e
Enterococcus spp., podendo destacar, na industria de alimentos, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium (FERREIRA; SILVA, 2010). As
bactérias do &cido lactico representam um grupo de micro-organismos heterogéneos
gue estdo naturalmente presentes na cavidade oral e no trato gastrointestinal de

animais e humanos e em alimentos fermentados (HAUKIOJA, 2010).
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Os efeitos benéficos dos probidticos sdo dependentes da dose e da ingestdo
diaria recomendada das estirpes probidticas, que variam efiteel®células por
grama ou mililitro (GIALAMAS et al., 2010; BRASIL, 2008). Além disso, existem
alguns critérios para que um micro-organismo seja classificado como probidtico,
como resisténcia a passagem através do trato gastrointestinal; capacidade de
sobreviver no ambiente intestinal (GIRAFFA; CHANISHVILI; WIDYASTUTI,
2010); tolerancia ao acido e a bile; aderéncia as superficies epiteliais; atividade
antagOnica para patdgenos intestinais; ndo apresentar patogenicidade; entre outros
(KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008).

Varios mecanismos associados as estirpes probiodticas e que exercem efeitos
sobre a saude do hospedeiro tém sido relatados, incluindo a producéo de substancias
antimicrobianas, melhoria da funcdo de barreira epitelial intestinal, controle da
infeccdo gastrointestinal, melhoria da resposta imune do hospedeiro, inibicdo de
agentes causadores de doencas e aumento da digestibilidade dos alimentos
(COLLINS et al., 1998; HAUKIOJA, 2010; JENSEN et al., 2012).

Segundo Blaiotta et al. (2013), devido ao aumento da preocupacao publica
com questbes de saude e a diversificacdo de produtos alimentares, a industria de
alimentos funcionais precisa explorar novos processos. Novas categorias de produtos
e matérias-primas sdo certamente a chave da pesquisa e area de desenvolvimento
para o mercado de alimentos funcionais, no que diz respeito a tecnologia dos
probioticos. Inovacdes tecnoldgicas incluem encontrar solugBes para problemas
como estabilidade e viabilidade dos probiéticos em novas matrizes alimentares,
como frutas, cereais e outros vegetais (FARNWORTH et al., 2007).

A procura de novas matrizes alimentares como veiculo de probidticos em
alternativa aos produtos lacteos esta crescendo devido a problemas como intolerancia
e alergia aos derivados de leite, aumento de pessoas vegetarianas, dietas com
restricdo de colesterol, entre outros (GRANATO et al., 2010). Dessa forma, o uso de
vegetais tem sido amplamente discutido como uma alternativa para incorporacéo de
bactérias probitticas na dieta, uma vez que frutas e hortalicas tém nutrientes que
promovem o crescimento de micro-organismos probidticos e ndo oferecem aos
consumidores oempecilhos dos produtos lacteos (MARTINS et al., 2013).

Estudos tém demonstrado gagfrutas apresentam potencial para atuarem
como veiculo de probidticos com uma alta viabilidade celular em fungsio da

caracteristicas intrinsecas dos vegetais (MARTINS, 2012). Estas caracteristicas,
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como a presenca de prebioticos naturais, parecem proteger 0s micro-organismos
probiéticos & medida que passam através do trato gastrointestinal. Alimentos
probioticos de origem vegetal incluem sucos fermentados, frutas e hortalicas
minimamente processadas, purés, entre outros (MARTINS et al., 2013). Na Tabela 1
estdo apresentados alguns estudos recentes sobre a utilizagcdo de matrizes vegetais

para veiculagdo de micro-organismos probioticos.

Tabela 1.Estudos recentes sobre a utilizagdo de micro-organismos probidticos em

matrizes vegetais

Matriz alimentar I.Drodufo. Mlcro-.o.rganlsmo Referéncia
alimenticio utilizado
Minimamente Roble et al.
Maca L. rh &G
asa processado rhamnosu (2010a,b)
. . : .. Vergara et al.
Caju Suco Lactobacillus johnsonii (%OlO)
. Minimamente Alegre et al.
M L. rhamn
aga processado amnosusG (2011)
Abacaxi, banana, Salada de frutas L. rhamnosus, L.
goiaba, macd, minimamente acidophiluse L. Martins (2012)
mamao e manga processada plantarum
. . Kim; Jang; Yoon
B B L.
atata ebida casei (2012)
Maca, suco de
macéa, de Snack Lactobacillus salivarius ¢ Betoret et al.
mandarina e de L. acidophilus (2012)
abacaxi com uva
~ . . Ellendersen et
Maca Bebida L. casei al. (2012)
Couve Minimamente L. acidophiluse L. Silva et al.
processado rhamnosus (2013)
. Minimamente L. acidophiluse L. Rodrigues
Goiaba
processado plantarum (2013)

Adaptada de Martins (2012) e Martins et al. (2013).

2.3. Impregnacéo a Vacuo

A impregnacdo a vacuo (IV) é uma tecnologia que utiliza gradientes de
pressdo para incorporar componentes funcionais ativos na matriz estrutural de
alimentos porosos, sem modificar substancialmente as suas propriedades sensoriais

(FITO et al., 1996). A IV tem sido utilizada com sucesso para incorporar nutrientes,
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como vitaminas (CORTES; OSORIO; GARCIA, 2007), sais minerais (GRAS et al.,
2003; XIE; ZHAO, 2003a; XIE; ZHAO, 2003b; BARRERA; BETORET; FITO,
2004) e micro-organismos probidticos (BETORET et al., 2003; BETORET et al.,
2012; RODRIGUES, 2013) em frutas e legumes. Um estudo realizado por Watanabe
et al. (2011) mostrou o potencial da IV na melhoria da estabilidade da cor e de
antocianinas em morangos. Além disso, essa técnica tem sido amplamente utilizad
para incorporar diferentes aditivos no tecido de vegetais, como agentes anti-
escurecimento, conservantes microbianos e crioprotetores, melhorando, dessa forma,
a qualidade final desses produtos (PHOON et al., 2008; BARRERA et al., 2009).

A IV é um método de processamento de alimentos, em que um tecido poroso
€ imerso em uma solucédo de impregnacao. O vacuo € aplicado ao sistema fazendo
com que o ar do interior do tecido flua para o exterior por meio do espaco poroso do
alimento (etapa de véacuo). Os espacos, que antes continham ar, sdo, entao,
preenchidos por uma solugdo externa (etapa de impregnagéo) (Figura 1) (FITO,
1994; LAURINDO et al., 2007).

__ —

Etapa 1.Inicio da penetracédo da solucdo pelos poros da fruta, por capilaridade

I —

Etapa 2.Comeca a saida do ar preso dos poros pela aplicacdo de vacuo
(P < P atmosférica)

Etapa 3.Entrada da solugéo nos poros apenas por capilaridade
(P < P atmosférica)

Etapa 4. Penetracdo de maior quantidade de solugdo nos poros do teci
capilaridade e presséo externa (P = P atmosférica)

N [ ] [ 1]

Tecido Ar Solucao

Figura 1. Representacdo esquematica do processo de impregnacdo a vacuo.
Adaptado de Fito (1994).
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No primeiro passo, etapa de vacuo, caracterizado pela duracdo e nivel de
vacuo, o produto imerso na solugcdo de impregnacdo € exposto a pressdo de vacuo
negativa, promovendo assim a expansdo e saida do gas interno do produto pelos
poros, em combinacdo com os fendbmenos de deformacédo e relaxamento da matriz
sélida. Quando a pressdo interna se iguala a pressdo de vacuo aplicada, uma
quantidade de liquido penetra os poros, devido & acdo das forcas capilares. A
liberacdo de gas pelos poros arrasta liquido nativo do produto para o0 meio externo e
quando a pressdo atmosférica é restaurada, o gas residual nha amostra se comprime
devido a diferenca de pressao, conduzindo a impregnacéo dos poros do produto pela
solucdo externa, até que o equilibrio de pressao seja atingido (FITO, 1994; FITO et
al., 2001; BADILLO; SEGURA; LAURINDO, 2011).

O volume de liquido penetrante pode ser representado basicamente pelo
volume total do espaco intercelular, que inicialmente estava preenchido com gas
(FITO, 1994). Mesmo em processos de imersao de tecidos vegetais porosos em um
liquido, essa solucéo flui pelos poros da superficie devido a acdo de forcas capilares
(ZHAO; XIE, 2004).

As condi¢des de vacuo promovem cinéticas de transferéncia de massa mais
rapidas, devido a agdo do mecanismo hidrodindmico (HDM) acoplado ao mecanismo
difusivo. O vacuo € extremamente eficaz para promover o HDM em produtos
altamente porosos (CHAFER et al., 2001; CHAFER et al., 2003).

O mecanismo hidrodindmico € o maior responsavel pela penetracdo de uma
solugdo externa no interior dos poros de um material durante o processo de
impregnacdo a vacuo (FITO et al.,, 1996). No entanto, esse mecanismo pode
provocar danos na estrutura das células vegetais. Esses danos estdo relacionados com
o fenbmeno de deformacédo-relaxamento e se deve a expansdo e saida do gas e
liguido nativo, na etapa de vacuo. Este liquido, que é arrastado para fora do poro
pelo gas que se expande, pode induzir a efeitos irreversiveis devido a forca
mecanica. Esses efeitos geralmente levam a perda da rigidez da estrutura arovocad
pelo “debonding (desligamento) ou ruptura nas jungdes da parede celular (Figura 2)
(MERLIN, 2007).

A intensidade com que estas deformacdes ocorrem no tecido vai depender d
porosidade, propriedades mecanicas, tamanho e forma do alimento, da viscosidade
da solucéo de impregnacédo ou solucdo externa, das propriedades fisicas e quimicas

dos compostos fisiologicamente ativos, além da pressao de vacuo e dos tempos de
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aplicacdo do vacuo e restauracdo da pressdo atmosférica (FITO et al., 1996; ZHAO,;
XIE, 2004; SAUREL, 2004LAURINDO et al., 2007).

LN ~ \_/ ,
DERONDING = v-fl‘\ “  RUPTURA

DAS CELULAS/ \DAS CELULAS

1t i

Figura 2. "Debonding” (desligamento) e ruptura da parede celular que podem

ocorrer em tecidos vegetais (CHIRALT et al., 2001).

No entanto, é importante notar que o nivel de impregnacéo é o resultado de
ambas as variaveis de processo e propriedades mecanicas dos alimentos que afetam
grandemente os fendbmenos deformacéao-relaxamento dos tecidos biologicos (FITO et
al., 1996; BARAT et al., 2001; CHIRATL,; FITO, 2003

Uma vez que as frutas ndo sdo submetidas a altas temperaturas, mudancas
sensoriais de atributos, como cor, sabor, textura e aroma sdo minimizados
(MORAGA et al., 2009).

Este método também tem sido amplamente utilizado como um pré-tratamento
em processos de secagem, desidratacdo osmotica, congelamento, bem como na
prevencdo do escurecimento oxidativo em frutas, removendo o oxigénio dos poros
(MORAGA et al., 2009). A técnica de IV pode ser util também para introduzir
substancias dissolvidas ou dispersas diretamente na estrutura porosa da matriz dos
alimentos, em processos nos quais as operacfes de solido-liquido estdo presentes
(CARCIOFI; PRAT; LAURINDO, 2012), como a salga (CHIRALT et al., 2001;
SCHMIDT; CARCIOFI; LAURINDO, 2008), desidratacdo osmoética (BARAT et al.,
2001; MARTINEZ-VALENCIA et al., 2011), adicdo de agentes crioprotetores
(MARTINEZ-MONZO et al., 1998), entre outros.

Dessa forma, o enriqguecimento de vegetais com bactérias probidticas pela
utilizagdo da impregnacéo a vacuo € uma alternativa promissora para desenvolver

produtos funcionais. Rodrigues (2013) verifivou que o enriquecimento de goiaba
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minimamente processada com Lactobacillus plantag lactobacillus acidophilus
proporcionou um novo produto probidtico com boa aceitacao sensorial.

Maca probidtica desidratada foi produzida por Régo et al. (2013) utilizando
Lactobacillus plantarure Lactobacillus kefir. Os pesquisadores verificaram que as
culturas se mantiveram viaveis no produto por até 90 dias de armazenamento a 4 °C,
mostrando que a técnica de desidratacdo por IV é eficaz para estender a vida de
prateleira do produto.

Assim, a técnica de impregnacao a vacuo tem a finalidade de incorporar aos
alimentos ingredientes funcionais através da incorporagdo de compostos
fisiologicamente ativos, como vitaminas, minerais, anti-oxidantes, enzimas,
reguladores de pH, antimicrobianos, fibra alimentar, probiéticos, prebidticos e
simbidticos, melhorando as caracteristicas sensoriais e nutricionais dos alimentos e
aumentando sua vida util (LIN et al., 2006; DEROSSI; DE PILLI; SEVERINI, 2010;
HIRONAKA et al., 2011).

2.4. Imerséo

A técnica de imersédo € geralmente usada para lavagem e sanitizacao de frutas
e hortalicas in natura. Neste método, o produto é diretamente imerso em uma
solucéo por determinado periodo de tempo e, em seguida, 0 excesso dessa solucéo &
removido por drenagem. Além disso, a técnica pode ser usada para adicdo de
compostos funcionais em vegetais minimamente processados, como antioxidantes,
vitaminas, minerais, bactérias probidticas, entre outras.

Em produtos porosos, como é o caso dos vegetais minimamente processados,
ocorre a penetracdo da solugcédo de imersédo para o interior do tecido por capilaridade.
Isso faz com que uma pequena porcdo do liquido fique retida no material, mesmo
apos a drenagem, favorecendo a fixacdo dos compostos de interesse nesses
alimentos.

Martins (2012) usou a técnica de imersdo para adicionar micro-organismos
probioticos em salada de frutas minimamente processada e, ap0s 5 dias de
armazenamento a 8 °C, obteve contagens de L. plantarum, L. acidophilus
rhamnosus acima de 80FC-g" do produto. Outro estudo com adicdo de bactérias
probioticas (L. rhamnosussG) em fruta minimamente processada por imerséo foi

realizado por RoORle et al. (2010a). Esses autores também obtiveram contagens acima
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de 16 UFC-g' do produto, o que comprova a eficacia do uso da técnica de imers&o

na adicdo de compostos funcionais, como micro-organismos probiéticos em frutas.

3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados na Planta Piloto de Processamento de
Frutas e Hortalicas, no Laboratério de Ciéncia de Produtos de Frutas e Hortalicas, no
Laboratério de Microbiologia do Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA)

e no Nucleo de Microscopia Eletronica e Microanalise da Universidade Federal de

Vicosa (UFV), campus Vicosa, Minas Gerais.

3.1. Esquema do experimento

Na Figura 3 esta esquematizado o experimento.

[

Meldo minimamente processado
Solucéo probiéltica (tamp@o acido
citrico:citrato de sodio mais L. plantarum)
12 Etapa\‘/ IV a 500 mmHng por 2, 4 e 6 min.
{ Andlise no tempo Olde viabilidade e textu}a
I

Melhor tempo (maior contagem com menor
\ alteracdo na textura)

~

[ { Impregna(;aoavacub [ Imerséo ‘

‘L audophllu# L. plantarum Controle‘ L aC|doph|Ius ‘ L. plantarum‘ {Controle}

Embalagem e armazenamento a 5 °C por 8 dias
1
Andlises nos dias 0, 2, 4, 6 e 8 ap0s 0 processamento

22 Etapa<

Figura 3. Esquema do experimento.

No estudo da adicao de L. acidophiluslowplantarum por impregnacéo a

vacuo e imersdo em meldao minimamente processado, o experimento foi dividido em
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duas etapas. A primeira etapa consistiu na determinacdo do tempo de impregnacgao a
vacuo, onde foram testados 2, 4 e 6 minutos.

A segunda etapa consistia domparacdo dos métodos de impregnacao a
vacuo e imersao na adicdo de micro-organismos probidticos em meldo minimamente
processado.

Todo o experimento foi realizado em trés repeticbes e as andlises

microbioldgicas e fisico-quimicas em duplicata.

3.2. Matéria Prima
Os meldes do tipo ‘Amarelo’ (Cucumis melo L.) foram adquiridos no
comércio local da cidade de Vicosa, Minas Gerais, no estado de maturacao comercial

para 0 consumo.

3.3. Processamento minimo de melédo

Os mel&es foram inicialmente lavados em agua potavel a 5 °C e, em seguida,
sanitizados em solucdo clorada a 200Liigde cloro ativo por um periodo de 15
minutos a 5 °C. Ap0s a sanitizacdo, o produto foi enxaguado em solugéo clorada a
20mgL™ por 5 minutos e, entdo descascado, retirando-se as sementes, sendo fatiado

e cortado em cubos de, aproximadamente, 2 x 2 cm.

3.4. Bactérias probidticas utilizadas e preparo da solucéo probiética

Estirpes lifiolizadas de Lactobacillus acidophilus-3, comercializadas pela
Sacco Brasile Lactobacillus plantarum, comercializadas pela Chr. H&hderam
utilizadas para obter meldo minimamente processado adicionado de probiéticos.

As culturas liofilizadas foram pesadas e diluidas em solucdo tampéo &cido
citrico:citrato de sédio, pH 5,8, na proporcédo de 1:10, ou seja, para cada grama de
células foram adicionados 10 mL da solucdo tampao a fim de se obter no minimo
10" células por mililitro (RODRIGUES, 2013) e, para obtencdo de meldo
minimamente processado adicionado de bactérias probioticas, para cada grama do
produto foi adicionado 1 mL dessa suspensao de células.
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3.5. Determinagédo do tempo de impregnagéo a vacuo (V)

Os meldes minimamente processados foram imersos separadamente em
solucées contendo, aproximadamente® LFCmL™ dos lactobacilos. Essa solucao,
com as frutas imersas, foi submetida a uma pressao de vacuo de 500 mmHg por 2, 4
e 6 min, e, em seguida, a pressao atmosfeérica foi restabelecida pelo mesmo tempo
aplicado na etapa de presséo de vacuo (BETORET et al., 2010).

Apés este tratamento, foi realizada no tempo 0 de armazenamento (logo apos
a impregnacéo), a determinacdo de textura e viabilidade dos lactobacilos nos melées
minimamente processados impregnados a fim de estabelecer o tempo que seria

utilizado na etapa de pressao de vacuo e nos tratamentos por imerséao.

3.6. Impregnacao a vacuo

Na Figura 4 esta o equipamento que foi utilizado para a realizagédo da IV de
micro-organismos probidticos em mel6es minimamente processados.

Apés o0 processamento minimo, os meldes foram imersos na suspensao
contendo, aproximadamente,’d0FCmL™ de L. acidophilus ou L. plantarum. A
suspensao probidtica com as frutas imersas foi submetida a uma pressao de vacuo de
500 mmHg pelo periodo determinado no item 3.5, e, em seguida, a presséo
atmosférica foi restabelecida pelo mesmo tempo utilizado na etapa de presséo de
vacuo (BETORET et al., 2010).

Camara de Filtro Bomba
vacuo de vacuo

Figura 4. Esquema do equipamento utilizado para realizar a impregnacao a vacuo.
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Apoés este tratamento, os meldes minimamente processados foram embalados
em bandejas de polietileno tereftalato (PET) com tampa do mesmo material e
armazenados a 5 °C por 0, 2, 4, 6 e 8 dias para acompanhar a vida de prateleira por
meio de analises fisico-quimicas e microbioldgicas. Como controle os melbes
minimamente processados foram imersos em solucdo tampéo, sem a presenca dos

probiéticos, e submetidos ao mesmo processo de imersdo e impregnacéo a vacuo.

3.7. Impregnacdo a pressdo atmosférica (imersdo) dos mel6es em solucédo
probidtica

Os melbes minimamente processados foram imersos na solucdo probidtica
preparada conforme descrito no item 3.4. Para cada grama do produto foi adicionada
1 mL da suspenséo de células. O tempo de imerséo foi 0 mesmo tempo definido no
item 3.5 para a IV. Em seguida, os melbes foram dresnpdo 1 minuto para
remover 0 excesso de solucéo probidtica.

Como controle, os melées minimamente processBam imersos apenas
em solucao tampao pelo mesmo tempo da IV e, logo apés, foram drenados por

1 minuto.

3.8. Avaliacdo da viabilidade de L. acidophilus e de L. plantarum em meléao
minimamente processado

A determinacdo da viabilidade de L. acidophilus e de L. plantarum foi
estabelecida apés 0, 2, 4, 6 e 8 dias de processamento minimo do meldo armazenado
a 5°C, por meio da contagem pela técnica de "pour plate" em meio de cultura
Rogosa SL (Himedia) (RICHTER; VEDAMUTHU, 2001). As placas foram
incubadas a 37 °C por até 72 horas e, para a contagem das células, foram
selecionadas as placas contendo de 25 a 250 col6nias. Os resultados foram expressos

emnumero de UFC (unidades formadoras de coldnias) por grama do produto.

3.9. Andlises fisico-quimicas
As analises fisico-quimicas foram realizadas nos tratamentos adicionados de

probioticos por IV e imerséo e também nos tratamentos controle.
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3.9.1. Determinacéo de pH, acidez total titulavel e sélidos soluveis totais

As analises de pH, acidez total titulavel e soélidos sollUveiss tédeam
realizadas nos dias 0, 2, 4, 6 e 8 de armazenamento do produto a 5 °C, conforme
metodologia da AOAC (2000). Foram pesados 10 g de amostra e triturados em
100 mL de &gua destilada. O pH foi determinado por leitura direta em potenciémetro
(Tecnopon). Para determinar a acidez, em percentual de &acido citrico, foram
adicionados 3-4 gotas de indicador fenolftaleina sobre o homogenato que foi titulado
com uma solucéo 0,1 mbi* de NaOH até mudanca de cor para résea.

A determinacdo do teor de sdlidos soluveis totais (SST) foi realizada
diretamente em refratdmetro de bancada modelo ABBE, a 25 °C, sendo os resultados

expressos em °Brix, de acordo com a AOAC (2000).

3.9.2. Determinagéo de vitamina C

O teor de vitamina C foi determinado pelo método de Tillmans de acordo
com Zenebon; Pascuet (2004) nos dias 0, 2, 4, 6 e 8 de armazenamento a 5 °C. Este
método se baseia na reducdo do corante 2,6 diclorofenol indofenol por uma solucéo
acida de vitamina C.

O resultado foi expresso em miligramas de acido ascérbico por 100 g de

polpa de fruta de acordo com a férmula:

Acido ascorbico mg por 100 g de polpa =V x F x 100
A

Onde:

V: volume da solucéo de Tillmas gasto na titulacéo;
F: fator da solucéo de Tillmas;

A: g da amostra.

3.10. Determinacao de cor

Apoés 0, 2, 4, 6 e 8 dias de armazenamento do produto a 5 °C, a cor superficial
dos melbes dos tratamentos controle, impregnados a vacuo e imersos em solucéo
probidtica foi avaliada utilizando-se o equipamento Color Reader CR-10 (Minolta).

A determinagcdo de cor foi realizada pela leitura direta de reflectancia das
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coordenadas L*, a*, b* empregando a escala CIELAB L*, por ser adotada como
padrdo pela Comissdo Internacional de lluminagdo. Para cada amostra foram
realizadas trés leituras em diferentes pontos do produto a fim de se obter o resultado
médio.

Além das coordenadas base, foram medidos o Angulo Hue (H°), que
corresponde a tonalidade e o indice Chroma (C*), que expressa a saturagcdo ou
intensidade da cor (McGUIRE, 1992) e a Diferenca de cor Wil ue compara a
amostra com o controle (ADEKUNT et al., 2010).

Foram utilizadas as seguintes equacfes para o calculo dessas coordenadas:

e Angulo Hue (H°):

H° = arctg (b*/ a*), onde a*>0 ; b*>0

H° = 180° + arctg (b*/ a*), onde a*<0 ; b*>0

H° = 270° + arctg (b*/ a*), onde a*<0 ; b*<0

H° = 360° + arctg (b*/ a*), onde a*>0 ; b*<0

¢ Indice Chroma (C*):

C* = [(a%)? + (b2

e Diferenca de cor totaE):
V (AL¥)2 + (Aa*)? + (Ab*)2

3.11. Avaliacéo da incorporacgéo da solucéo probiotica ap6s a impregnacao

A incorporacdo da solucdo probidtica apds a impregnacéo foi determinada
por meio de pesagem em balanca analitica, estabelecendo-se a relacéo entre o peso
dosMMP antes e ap0s a etapa de impregnacédo. Os resultados foram expressos em
porcentagem e foram determinados a partir da equacéao:

IC=m-mx 100 (1)
m
Em que:
IC: indice de incorporagéo;
m;: peso dos meldes minimamente processados antes da impregnacéo (gramas);

m: peso dos meldes minimamente processados apds a impregnacao (gramas).

31



3.12. Determinagéo de firmeza e perda de massa

A firmeza dos melbes minimamente processados adicionadas de L.
acidophilus ou L. plantarum e do tratamento controle mantidos a 5 °C foram
determinadas em texturémetro TA-TX (Texture Technologies Corp./Stable Micro
systems), com sonda cilindrica de 25 mm de diametro (Aluminum Cylinder Probe
SMS, P/25). As amostras foram comprimidas em 30 % da altura original, em dois
ciclos de compressdo, com velocidade denis® e 0,05 N de forca de area. Os
indices de firmeza foram calculados a partir das curvas caracteristicas do perfil de
textura gerado no programa Texture Expert Stable Micro Systems.

Além disso, foi determinada a perda de massa dos mel6es minimamente
processados adicionados de bactérias probiodticas por IV e imersdo por meio de
pesagem em balanca analitica, estabelecendo-se a relacdo entre o peso inicial das
frutas minimamente processadas apos a etapa de impregnacdo a vacuo e durante o

periodo de armazenamento a 5 °C. A perda de massa foi expressa em porcentagem.

3.13. Determinacao das caracteristicas microbiolégicas

As andlises microbiologicas de coliformes a 30 °C e coliformes a 45 °C foi
realizada pela técnica do Numero Mais Provavel (NMP) de acordo com Kornacki;
Johnson (2001), utilizando-se caldo Lauril Sulfato Triptose para o teste presuntivo,
Caldo Bile Verde Brilhante para confirmar coliformes a 30 °C e Caldo EC para
confirmar coliformes que fermentam a 45 °C. O resultado foi expresso em NMP por
grama de mel&o.

A contagem de micro-organismos psicrotroficos foi determinada segundo
Cousin; Jay; Vasavada (2001) utilizando-se Agar Padrdo para Contagem (PCA) e
incubacédo a 7 °C por 10 dias. Para a contagem das colonias de psicrotroficos, foram
selecionadas as placas contendo de 25 a 250 colonias e os resultados foram expressos
emnumero de UFC (unidades formadoras de coldnias) por grama do produto.

As amostras dos tratamentos controle, impregnado a vacuo e imerso em
solugdo contendo L. acidophilus ou L. plantarum foram analisadas apos
armazenamento a 5 ¥hos dias 0 e 8, a fim de avaliar as condi¢bes microbiologicas

do produto no inicio e no fim da sua vida de prateleira.
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3.14. Microscopia Confocal de Varredura a Laser

Os melbes minimamente processados adicionados de micro-organismos
probioticos (L. acidophilus ou L. plantarijforam fatiados em pequenos cubos com,
aproximadamente, 1 a 2 mm de espessura. Os cortes foram lavados 2 vezes por
imersédo em PBS 0,2 M pH 7,2 e corados segundo metodologia de Calish et al.
(1979) modificado por Ribeiro (2012). Os cortes foram incubados na auséncia de luz
por 15 minutos com mistura de iodeto de propideo (IP) 2@ lug isotiocianato de
fluoresceina (FITC) 2 pgL em PBS 0,2 M pH 7,2, que foi preparada
imediatamente antes do uso. ApGs incubacgéo, os cortes foram lavados por imerséo
em PBS 0,2 M pH 7,2 e analisados no Microscopio Confocal de Varredura a Laser,
marca Zeiss, modelo LSM 510 META utilizando o laser de argdnio (comprimentos
de onda 488 e 514 nm). As células com coloracdo esverdeada foram consideradas
vivas e aquelas que se apresentaram amareladas ou avermelhadas foram consideradas
mortas (WANG et al., 2012).

3.15. Anélise Sensorial

A aceitabilidade sensorial das amostras de meldo minimamente processado
dos tratamentos controle, impregnados a vacuo e imersos em solucéo probidtica de L.
acidophiluse L. plantarum foi realizada, nos tempos 0 e 4, por 50 provadores nao
treinados, em cabines individuais e sob luz branca, usando escala hedonica
estruturada de nove pontos, variando de “desgostei extremamente” (1) a “gostei

extremamente” (9), segundo Minim (2013).

3.16. Delineamento Experimental e Andlise Estatistica

Os dados obtidos para determinacdo do tempo de vacuo que foi utilizado
foram interpretados por analise de variancia (ANOVA) utilizando teste F e teste de
Tukey para comparacdo de médias ao nivel de 5 % de probabilidade.

A outra parte do experimento foi instalada em um esquema de parcela
subdivididas, tendo nas parcelas um esquema fatorial 2x2 com dois tratamentos
controle e nas sub parcelas os tempos de avaliacdo (0, 2, 4, 6 e 8 dias apds o
processamento), no delineamento inteiramente casualizado com 3 repeti¢oes.

Os dados foram analisados por meio de analise de variancia e regressao. Os

modelos foram escolhidos baseados na significancia dos coeficientes de regressao
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utilizandose o teste “t” adotando-se 5 % de probabilidade, no coeficiente de
determinacdo (R= SQRegressdo/SQtratamento) e no fenémeno em estudo.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinacédo do tempo de impregnacao a vacuo deplantarum em melédo
minimamente processado

Para determinacao do tempo de impregnacéo a vacutm(in realizadsas
andlises de firmezacontagem dé. plantarum em meldo minimamente processado
(MMP). Os procedimentos foram realizados a uma presséao de vacuo de 500 mmHg
por 2, 4 e 6 minutos de impregnacédo a vacuo, sendo que a firmeza e a contagem de L.
plantarum do meldo minimamente processado ndo foram afetadas significativamente

(p>0,05) pelo tempo de impregnacgao (Tabgla 2

Tabela 2 Firmeza e contagem de L. plantarum em meldo minimamente processado

adicionado dessa bactéria nos diferentes tempos de impregnacgéo a vacuo

Tempo (minutos)
2 4 6
Firmeza (N) 572+262a 5,30+2,02a 5,98 *2,64a
Log (UFC.g"Y 8,22+0,02a 8,22+0,03a 8,23+0,01la

Médias seguidas de letras iguais na linha ndo diferem entre si ao nivel de 5 % de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Os resultados da contagem do micro-organismo probidtico podem ser
explicados possivelmente devido a estrutura do vegetal altamente porosa e pouco
rigida o que facilitou a entrada da solug¢do probiética por impregnagcdo no tecido
vegetal.

Rodrigues (2012) estudou a adicdo de L. plantarum em goiaba minimamente
processada por impregnag¢do a vacuo sob a mesma pressao de vacuo (500 mmHg)
utilizando tempos de impregnacao maiores (10, 20 e 30 minutos) e obteve maxima
contagem do micro-organismo de 8,8 Log WfFQpara o tempo de 30 minutos.

Verificou-se que a matriz vegetal exerce grande importancia na adeséo da
solucdo e aderéncia do micro-organismo, portanto, ficou estabelecido, para este
experimento, um tempo de 2 minutos para o periodo de vacuo a uma pressao de

vacuo de 500 mmHg e o mesmo tempo foi usado no periodo de restauracdo da
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pressdo atmosférica, uma vez que a contagem de L. plantarum foi acima de
8,0 Log UFCy!. Essa quantidadé suficiente para que o meldo minimamente
processado adicionado de L. plantarum seja considerado probidtico, de acordo com a
ANVISA (BRASIL, 2008).

4.2. Avaliacdo da viabilidade de L. acidophilus e de L. plantarum em meldo
minimamente processado adicionados por impregnacao a vacuo e imersao

Verificou-se que, imediatamente apds o processamento, as contagens de L.
acidophilus ndo apresentaram diferenca, independente da técnica utilizada (p>0,05),
apresentando contagens de 9,90 + 0,36 Log ¢/F@ara meldo minimamente
processado submetido & IV e 9,62 + 0,20 Log gE@ara o tratamento por imers&o.

No entanto, ao longo da estocagem verificou-se que a técnica de impregnacao a
vacuo promoveu maior manutencdo de L. acidophilus em meldo minimamente
processado comparado a imersao (Figura 5A), uma vez que apos 8 dias de
armazenamento a 5 °C a contagem dessa bactéria foi da ordem de 7,98 igy UFC
no tratamento de imersé&o e 8,61 Log Wf®ara a IV (p<0,05).

Para a incorporagdo de L. plantarum em meldo minimamente processado
verificou-se que, imediatamente apds o processamento, a técnica de impregnacao a
vacuo resultou numa maior contagem (9,40 + 0,35 Log ¢f@&m comparacéo
com a técnica de imersdo (8,96 + 0,25 Log gRC(p<0,05). No entanto, ao longo
da estocagem quando se comparou as técnicas de adicdo de micro-organismos
probiéticos em meldo minimamente processados, observou-se que ndo houve
diferenca significativa entre as técnicas (p>0,05) (Figura 5B). Além disso, ao final da
vida de prateleira, ambos os produtos continham quantidades suficientes de bactérias
para serem considerados alimentos probiéticos.

Desta forma, observou-se que a técnica de impregnacéo a vVAcuo proporcionou
maior aderénciade L. acidophilus em comparacdo com a técnica de imerséo,
apresentando uma menor reducdo na contagem deste micro-organismo ao longo do
tempo.

De acordo com a ANVISA (BRASIL, 2008), alimentos probioticos devem
apresentar contagens superiores a 8,0 LogdJF@ssim deve ser ingerido de 10 a
100 gramas do meldo minimamente processado adicionado de L. acidophilus por
imerséo para que $enha efeito probiodtico, visto que obteve contagens menores que

8,0 Log UFCg™. Por outro lado, para se ter o efeito probiético do meldo
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minimamente processado adicionado de L. acidophilus por IV, basta ingerir um
grama do produto, uma vez que este produto contém contagens acima do limite

exigido pela legislacéo.
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Figura 5. A. Viabilidade de L. acidophilus em meldo minimamente processado ao
longo do periodo de estocagem a 5 BCViabilidade de L. plantarum em meléo
minimamente processado ao longo do periodo de estocagem a 5 °C.

LA: L. acidophilus; LP: L. plantarum; IV: Impregnacdo a vacuo; IM: Imerdasras
mailsculas iguais e letras minUsculas iguais ndo se diferem estatisticamente d® Hiel

de probabilidade pelo teste de Tukey. Letras mailsculas comparam ao longo do tempo e
letras mindsculas comparam os tratamentos.

Ao longo do periodo de estocagem, verificou-se uma reducéo significativa na
contagem de L. acidophilus independente da técnica utilizada (p<0,05). Por outro
lado, para contagem de L. plantarum néo se verificou redugéo significativa ao longo

do tempo para ambas as técnicas. Essa diferenca no comportamento das culturas
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pode ser explicada pela maior capacidade de adaptacao de L. plantarum comparado a
L. acidophilus. De acordo com Kleerebezem et al. (2003), L. plantarum possui uma
proporcao relativamente alta de genes de resisténcia, 0s quais exercem um papel
importante na interacdo da bactéria com o seu ambiente. Além disso, possui uma alta
tolerancia a pH baixo (DAESCHEL; NES, 1995), que é o pH da grande parte dos
vegetais, principalmente ao longo da estocagem quando ha o decréscimo do pH

devido a producéao de acidos a medida que o fruto vai amadurecendo.

5.3. Determinacao das caracteristicas fisico-quimicas

5.3.1. Determinacdo de pH, acidez total titulavel e sélidos sollveis totais em
meldo minimamente processado adicionado de bactérias probioticas

Imediatamente ap6s o processamento verificou-se que o pH das amostras de
meldo minimamente processado dos tratamentos nao diferiram dos melbes
minimamente processados adicionados de L. acidophilus tanto por impregnacao
vacuo como por imersdo (p>0,05) (Figura 6). No entanto, para 0s meldes
minimamente processados adicionados de L. plantarum verificou-se menores valores
de pH em relacdo aos demais tratamentos (p<0,05). Tais diferencas se devem,
provavelmente, ao metabolismo versatil deste micro-organismo e a sua capacidade
de adaptacaemdiferentes condi¢cdes (CAGNO et al., 2009).

Ao longo do periodo de estocagem, verificou-se que o método de
impregnagéo utilizado ndo afetou significativamente os tratamentos controle e os
MMP adicionados de L. acidophilus (p>0,05), sendo os valores médios inicial e
final, respectivamente, 6,25 + 0,02 e 6,02 £ 0,15, para os tratamentos controle, e 6,26
+ 0,02 e 5,90 + 0,06, para os tratamentos adicionados de L. acidophilus. No entanto,
para o MMP adicionado de L. plantarum verificou-se um decréscimo no valor do pH
para ambos os métodos (p<0,05). Desta forma, observou-se que L. plantarum,
mesmo em baixas temperaturas, além de manter sua viabilidade (contagem néo
difere estatisticamente ao longo do tempo conforme item 4.2), promoveu alteragbes
nos valores de pH pela liberacido de iorisnbl meio, devido a decomposicéo de
acidos organicos presente neste vegetal e atuacdo do seu proprio metabolismo. Isso
pode ser explicado, possivelmente, pela sua capacidade heterofermentativa,
caracteristica que possibilita esse micro-organismo atuar e utilizar diferentes vias

biogquimicas fermentativas.
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Figura 6. Variacdo do pH de meldao minimamente processado dos tratamentos
controle e contendo bactérias probidticas ao longo do periodo de armazenamento.

IV: Impregnacdo a vacuo; IM: Imersdo. A legenda da figura estd seguida da equagéo de
regressao e coeficiente de determinacdo para cada tratamento.

Para a acidez, como observado também para o pH, versiicque 0s
tratamentos controle e os inoculados de L. acidophilus por imersdo e impregnacao a
vacuo nao apresentaram diferenca significativa (p>0,05) entre si, tanto
imediatamente apO0s o processamento como ao longo do periodo de estocagem.
Também, verificolse que apenas os tratamentos adicionados de L. plantarum
apresentaram diferenca significativa (p<0,05), tanto apds o processamento como ao
longo do periodo de armazenamento (Figura 7), sendo o meldo minimamente
processado adicionado de L. plantarum por IV o tratamento que mais variou (2,98 +
0,32 mg de acido citrico por 100 g de amostra imediatamente ap6s o processo e 7,46
+ 0,28 mg de acido citrico por 100 g de amostra apds 8 dias de armazenamento).
Desta forma, evidencia-se que o MMP adicionado de L. plantarum por IV além de
apresentar 0 maior aumento na producdo de acido foi também o tratamento que
apresentou maior reducdo no valor de pH conforme visto anteriormente. Além disso,
imediatamente apds 0 processamento verificou-se que a contagem de L. plantarum
em MMP utilizando o método de impregnacdo a vacuo foi superior em relagdo ao
MMP adicionado do mesmo micro-organismo por imersao, conforme verificado no
item 4.2.
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Figura 7. Variacdo da acidez de meldo minimamente processado dos tratamentos
controle e contendo L.plantarum ao longo do periodo de armazenamento.

IV: Impregnacao a vacuo; IM: Imersédo. A legenda da figura esta seguida da equacéo de
regressao e coeficiente de determinacdo para cada tratamento.

Assim, destaca-se que o método idgregnacdo a vacuo favoreceu a
manutencdo da viabilidade deste micro-organismo em MMP o que proporcionou
uma maior alteracdo nas caracteristicas fisico-quimicas de pH e acidez em relagédo ao
método de imersdo. No entanto, essas alteracdes podem ser indesejaveis do ponto de
vista sensorial, visto que elas podem afetar as caracteristicas de aroma, sabor, cor e
textura resultando em uma depreciacdo do produto. Logo, sugere-se a utilizagdo do
método de imersdo para incorporacdo de L. plantarum, uma vez que no final da
estocagem as contagens nao diferiram e o micro-organismo mawdexiabilidade.

Portanto o produto pode ser considerado probiodtico, sendo que o tratamento por
imersdo promoveu menores danos as caracteristicas fisico-quimicas do melédo
minimante processado.

O aumento da acidez titulavel dos frutos ao longo do periodo de
armazenamento também pode indicar uma possivel sintese de acidos organicos,
assim como relatado por Fernandes et al. (2010) em mamé&o formosa armazenado em
atmosfera modificada passiva. De acordo com os autores, 0 aumento da acidez dos
frutos pode ser atribuido a formacdo do acido galacturénico no processo de
degradacéo da parede celular, processos que ocorrem durante o amadurecimento dos
vegetais. Assim, além da atuacdo das enzimas microbianas, uma série de reacdes

39



enziméticas e quimicas acontecem concomitantemente durante o armazenamento, 0O
que favorece o amadurecimento e senescéncia do vegetal. Além disso, de acordo
com Alves et al. (2010), outro fato que contribui para aumento da acidez em vegetais
€ 0 baixo metabolismo respiratorio, principalmente a baixas temperaturas, o que gera
um acumulo de &cidos nos vacuolos, a medida que os teores de sélidos sollveis
aumentam.

Para o teor de sélidos soluveis totais, verifisewtue ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos independente da técnica e do micro-organismo
utilizados, apresentando média de 9,77 + 0,22 °Brix. ApOs 8 dias de armazenamento,
somente o meldo minimamente processado adicionado de L. plantarum por IV
apresentou diferenca significativa (p<0,05), variando de 9,97 + 0,25 °Brix
imediatamente apds o processamento a 11,17 + 0,31 °Brix apos 8 dias de estocagem
a 5°C, o que pode ter ocorrido devido a maior penetracdo de solugéo no interior do
tecido vegetal pelo método de impregnacéo a vacuo que, consequentemente, acelerou
0 processo de senescéncia da fruta, devido ao aumento da degradacdo de sacarose e
polissacarideos de reserva como o amido, aumentando, assim, os solidos do vegetal.

Em geral, o conteddo de so6lidos solaveis tende a aumentar com o
amadurecimento devido ao aumento do teor de acUcares simples do fruto, seja por
biossintese, pela degradacdo de polissacarideos ou pela perda de agua dos frutos
resultando em maior concentracdo dos mesmos (CHITARRA; CHITARRA, 2005;
BENITEZ et al., 2013). De acordo com Rodrigues et al. (2006), este aumento pode
ser devido a degradacdo da pectina e da conversao de hidratos de carbono em
acucares simples durante o armazenamento, causada pela atividade metabdlica dos
tecidos e de enzimas microbianas.

Em trabalho similar, R6R3le et al. (2010a) utilizando o método de imersdo em
uma matriz vegetal, maga minimamente processada, e a estirpe de L. rhaBtBpsus
nao verificaram diferencas nos parametros de pH, acidez e sdlidos sollveis totais
apos 10 dias de armazenamento a2 e 4 ° C.

Por outro lado, Alegre et al. (2011) trabalharam com magés minimamente
processadas inoculadas com L. rhamnasobservaram diferencga significativa na
acidez entre as macas do tratamento controle e as inoculadas com a bactéria, apos 7
dias de armazenamento a 10 ° C. Martins (2012) em seu trabalho com salada de
frutas minimamente processada adicionada de L. rhamnosus ndo constatou diferenca

significativa para o pH, acidez e sélidos soluveis durante 5 dias de armazenamento a
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8°C. No entanto, quando a autora comparou entre 0s tratamentos (controle e
adicionado da cultura), constatou-se valores de pH e acidez diferentes das saladas de
frutas destes tratamentos. A reducdo do pH e aumento da acidez do produto se deu,
de acordo com a autora, provavelmente, a producdo de acidos, uma vez que L.
rhamnosus é uma bactéria heterofermentativa. Desta forma, destaca-se que o vegetal,
0 micro-organismo e a temperatura exercem uma grande influéncia sobre as
alteracdes fisico-quimicas do produto.

Como verificado neste trabalho o método empregado para adi¢cdo de bactérias
probidticas em MMRimpregnacao a vacuo ou imersao) pode resultar em diferencas
nos parametros fisico-quimicos da fruta e na contagem inicial dos micro-organismos

estudados.

5.3.2. Determinagdo de vitamina C em meldo minimamente processado
adicionado de bactérias probioticas

Verificou-se, imediatamente ap0s o processamento, maiores teores de
vitamina C para o tratamento adicionado de L. plantarum por impregnacao a vacuo
(3,85 + 0,34 mg/100g, p<0,05), seguido do mesmo micro-organismo pelo método de
imersao (2,94 + 0,39 mg/100g, p<0,05), destacando novamente que o método de
impregnacdo a vacuo promoveu maior incorporacdo de substancias ao vegetal em
comparacao ao metodo de imersdo. Ja os tratamentos controle e os MMP adicionados
de L. acidophilus ndo diferiram entre si (p>0,05) apresentando os menores conteddos
de vitamina C (p<0,05) (Figura 8). Acredita-se que o maior contetdo de vit@mina
encontrado nos tratamentos adicionados de L. plantarum seja dewvigseaca de
alguma substancia na formulacdo comercial do preparado celular destia bacté

Ao longo da estocagem a 5 °C, verificou-se um decréscimo no contetdo de
vitamina C para todos os tratamentos (p<0,05), o que era esperado uma vez que 0S
vegetais estavam em atmosfera ndo controlada da presenca de oxigénio. Além disso,
de acordo com Maia et al. (2008) o conteudo de vitamina C geralmente reduz apos o
processamento devidomdescompartimentalizagdo dos tecidos oriunda do corte dos
produtos minimamente processados, podendo ocorrer oxidacdo direta do acido
ascorbico/vitamina C, por meio da atividade da enzima acido ascoérbico oxidase, ou
indireta, devido a atividade de peroxidase, polifenoloxidase e citocromo oxidase
(BEAULIEU, 2011). A perda da vitamina C pode ocorrer também junto ao exudado

do meldo minimamente processado, uma vez que este micronutriente é hidrossolavel.
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Figura 8. Variacdo do teor de vitamina C de meldo minimamente processado dos
tratamentos controle e contendo bactérias probidticas ao longo do periodo de

armazenamento.

LA: L. acidophilus; LP: L. plantarum; IV: Impregnacao a vacuo; IM: Imersao.

Rodrigues (2012) ndo observou diferenga significativa para o conteado de
vitamina C em goiabas minimamente processadas adicionadas de L. acidophilus
plantarum pela técnica d&¥ armazenadas em atmosfera modificada passiva sem
controle do oxigénio, por 10 dias a 7 °C.

A Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) de vitamina C de acordo com a RDC.
n. °© 269 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é de 45 mg/dia
(Brasil, 2005). Assim, considerando a legislacdo brasileira e os resultados obtidos, o
consumo de 100 g de MMP adicionado de L. plantarum por IV imediatamente apés o
processamento equivale a 8,44 % da ingestdo diaria recomendada pela ANVISA, o

gue mostra que o produto ndo € uma boa fonte de vitamina C.

5.4. Determinagcdo de cor em meldo minimamente processado adicionado de
bactérias probidticas por impregnacéo a vacuo e imersao
Imediatamente apds o processamento verificou-se que os meldes que foram
submetidos & etapa de imersdo ndo apresentaram diferenca entre si quanto a
coordenada L* (p>0,05), apresentando médias superiores em comparagdo com 0S
melbes submetidos a etapa de impregnacdo a vacuo (p<0,05). Os melbes
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minimamente processados adicionados de L. plantarum por IV apresentaram uma
luminosidade inferior aos meldes adicionados de L. acidophilus pela mesma técnica
(p<0,05), no entanto ndo apresentasEmdiferentes do tratamento controle

submetido a etapa de impregnacao a vacuo (Figura 9).
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Figura 9. Variagdo da Coordenada L* de meldao minimamente processado dos
tratamentos controle e contendo bactérias probidticas nos dias 0 e 8 apds o
processamento.

IV: Impregnacéo a vacuo; IM: Imersao.
Letras mailsculas iguais e letras mindsculas iguais ndo se diferem estatisticarndmed
de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

Letras mailsculas comparam ao longo do tempo e letras minlsculas comparam o0s
tratamentos.

Desta forma, destaca-se que a impregnagcdo a vacuo resulta numa reducao
inicial da luminosidade de MMP uma vez que o elevado nivel de vacuo aumenta a
porosidade do tecido vegetal, como resultado de uma maior expanséao e liberacdo do
gas do interior dos poros dos vegetais. Logo, alto nivel de vacuo permite melhor
remocdo do ar e do liquido nativo a partir da estrutura do tecido. Depois da
restauracao da pressao atmosférica, um volume maior de liquido penetrara nos poros
do vegetal por meio dos fendmenos de impregnacéo (DEROSSI; PILLI; SEVERINI,
2010). Assim, devido a maior quantidade de solucdo impregnada no tecido vegetal,
menor o numero de poros ou bolhas de ar no tecido, o que resulta em uma maior
refletancia de feixes de luz promovendo a reducdo da luminosidade do produto. Este

resultado pode comprometer a aceitacéo e intencdo de compra deste produto, visto
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gue a aparéncia € um dos principais parametros utilizados pelos consumidores no
momento da compra.

Apés 8 dias de estocagem verificou-se que os meldes ndo apresentaram
diferenca significativa na coordenada L* em comparacdo com O tempo zero
(p>0,05), exceto para o tratamento inoculado com L. plantarum por IV (p<0,05), que
apresentou um aumento dessa coordenada apds este periodo, 0 quer pode
explicado, possivelmente, pela perda de estrutura do vegetal, devido ao rompimento
da célula durante o processo de impregnacgao a vacuo que, juntamente com a agcao do
micro-organismo, resultaram em um aumento da liberacdo de solucdo do tecido
vegetal com consequente incremento da luminosidade. No entanto, mesmo com este
aumento, os melBes submetidos a etapa de imersdo mantiveram maiores valores de
luminosidade comparados com o0s tratamentos submetidos ao processo de
impregnacdo a vacuo (p<0,05).

Puende; Betoret; Cortés (2009) verificaram que apds a impregnacao a Vacuo
fatias de macéd se tornaram mais escuras, ratificando que a impregnacdo a vacuo
reduz a luminosidade das frutas devido a remocdo do oxigénio dos poros com o
aumento da reflectancia.

Para a coordenada a* dos meldes minimamente processados adicionados de
bactérias probiotica verificou-se imediatamente ap0s o0 processamento que as
amostras ndo apresentaram diferenca entre si (p>0,05), com valores ligeiramente
acima de zero (localizadas mais proximas ao vermelho), com excecédo das amostras
inoculadas com L. plantarum que apresentaram valores negativos (mais proximos ao
verde) diferindo das demais amostras (p<0,05). Para os MMP adicionados de L.
acidophilus o valor médio para a coordenada a* foi de 1,45 + 0,41; para os meldes
do tratamento controle a média foi 1,38 + 0,34; e, para os tratamentos adicionados de
L. plantarum, esse valor foi -10,04 + 1,Hssa diferengase deve ao corante azul
brilhante presente na formulacdo do produto comercial contendo L. plantarum.

Desta forma, destaca-se que para comercializagdo de MMP adicionado de L.
plantarum é necesséario uma purificacdo com remocao deste corante, a fim de manter
as caracteristicas de cor deste produto inalteradas. O mesmo resultado foi observado
apos 8 dias de estocagem, no qual as amostras ndo apresentaram alteracdo neste
parametro, exceto para o MMP adicionado de L plantarum por IV que apresentou

uma reducédo nesta coordenada (p<0,05).
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Para os resultados da coordenada b* dos meldes minimamente processados
adicionados de micro-organismos probiéticos (Figura 10), verificou-se que o0s
tratamentos controle submetidos a etapa de imersdo e o MMP adicionado de L.
acidophilus também por imersdo apresentaram as maiores meédias (p<0,05) (valores
mais proximos ao amarelo), tanto imediatamente ap0s 0 processamento como apos
8 dias de estocagem. Estes tratamentos foram aqueles que mantiveram as cores

caracteristicas deste produto, sendo mais apreciados visualmente.
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Figura 10. Variagdo da Coordenada b* de meldo minimamente processado dos
tratamentos controle e contendo bactérias probidticas nos dias 0 e 8 apds o
processamento.

IV: Impregnacado a vacuo; IM: Imersdo. Letras mailsculas iguais e letraccolasigyuais
nao se diferem estatisticamente ao nivel de 5 % de probabilidade pelo testeydd &as
mailsculas comparam ao longo do tempo e letras mindsculas comparam os tratamentos.

J4 o MMP adicionado de L. plantarum por imersédo apresentou uma reducéo
desta coordenada em comparacdo com 0S outros tratamentos da mesma técnica
(p<0,05). Novamente, destaca-se como fator negativo a presenca do corante presente
no produto comercial contendo o micro-organismo que, provavelmente, impactou
negativamente, descaracterizando a cor do produto. Observou-se também que o
método de impregnacdo a vacuo resultou em menores valores para esta coordenada
em comparacdo com o método de imersdo (p<0,05). Desta forma, destaca-se que,
além das alteracbes promovidas nas caracteristicas fisico-quimicas causadas pelo
meétodo de impregnacéo a vacuo, esta técnica também apresentou efeitos indesejaveis

nas caracteristicas de cor de MMP.
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Apds 8 dias de estocagem nédo foi verificada alteracdes significativas da
coordenada b* para cada tratamento (p>0,05), ou seja, as diferencas evidenciadas
imediatamente ap0s o processamento entre 0s tratamentos se mantiveram ao longo da
vida de prateleira.

Os resultados dos MMP adicionados de bactérias probioticas para o indice
Chroma C*) (Figura 11), que descreve sobre a saturacdo ou intensidade da cor,
mostram que apds 0 processamento as amostras controle e adicionada de L.
acidophilus por imersdo apresentaram novamente as maiores medias (p<0,05) sendo,
desta forma, consideradas as amostras com cores mais vivas. Segundo Cardoso et al.
(2007), valores de C* menores correspondem ao padréo de cor mais fraco ("aspecto
fosco do objeto") e valores mais altos correspondem ao padrdo de cor mais forte

("cores vivas"), aspecto desejado para alimentos.
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Figura 11. Variacdo do indice Chroma de meldao minimamente processado dos
tratamentos controle e contendo bactérias probidticas ao longo do periodo de
armazenamento.

IV: Impregnacdo a vacuo; IM: Imersdo. Letras mailsculas iguais e letnasauias iguais
nao se diferem estatisticamente ao nivel de 5 % de probabilidade pelo testeydd &uas
mailsculas comparam ao longo do tempo e letras mindsculas comparam os tratamentos.

O mesmo foi observado ao longo do tempo, onde as amostras controle e
adicionadas de L. acidophilus por imersdo mantiveram os maiores valores de C*
(p<0,05). Observou-se que o método de impregnacdo a vacuo e a presenca de L.
plantarum resultaram numa reducdo dos valores de C*. Pode-se destacar que o
método de imersédo e a adi¢do de L. acidophilus mantiveram as caracteristicas de cor

do produto mais proxima ao natural, 0 que provavelmente aumenta sua aceitabilidade
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devido a insercdo do apelo probidtico aliado aos beneficios promovidos por esta
bactéria ao organismo humano.

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados do Angulo Hue (H°) de meldes
minimamente processados adicionados de bactérias probidticas. O H° mostra a
localizag&o da cor em um diagrama, onde o angulo 0° representa o vermelho puro, 0
de 90° representa o amarelo puro, o angulo de 180° o verde puro e o de 270° o azul
(CHIUMARELLI; FERREIRA, 2004).

Tabela 3. Variagcdo do angulo Hue de meldo minimamente processado dos
tratamentos controle e contendo bactérias probidticas nos dias 0 e 8 apds o

processamento

. Tempo (Dias)
Angulo Hue (H°)

0 8
Controle IV 85,92 +1,45Ab 85,56 + 1,06 Ab
L. plantarumV 139,30 + 13,19 Aa 153,69 + 4,10 Aa
L. acidophiluslV 85,76 + 1,54 Ab 84,64 £ 1,51 Ab
Controle IM 84,29 +0,77 Ab 84,61+ 0,97 Ab
L. plantarumM 129,61 + 5,47 Aa 132,84 + 4,84 Aa
L. acidophilusiM 84,61 +239Ab 84,12 +1,20 Ab

IV: Impregnacao a vacuo; IM: Imerséo.

Letras mailsculas iguais na linha e minasculas na coluna néo se diferem estatigtiaament
nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

Letras mailsculas comparam ao longo do tempo e letras minlsculas comparam o0s
tratamentos.

Observou-se que, tanto imediatamente apds o processamento como apos 8
dias de estocagem, as amostras adicionadas de L. plantarum apresentaram os maiores
valores (p<0,05) resultando em cores mais proximas do verde, sendo que as outras
amostras ndo apresentaram diferenca entre si (p<0,05) resultando em cores mais
préximas do amareldA cor esverdeada pode ser provavelmente devido a presenca
do corante azul brilhante, o qual promoveu uma mudanca na coloracdo dos meldes
de amarelo para um tom verde azulado (Figura 13), que consequentemente resultou
numa mudanca do Angulo Hue.

Os resultados dAE dos meldes minimamente processados adicionados de
bactérias probidticas (Tabela 4) mostram que os tratamentos adicionados de L.
plantarumforam os que obtiveram os maiores valores para o AE, apresentando,
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assim, as maiores diferencas comparados com 0s respectivos tratamentos controle
seja pela técnica de impregnacdo a vacuo ou pela técnica de imersdo. Esse fato
também se deve, possivelmente, ao corante contido na formulacdo do preparado
celular comercial deste micro-organismo, o0 qual pode ter impactado de forma
negativa na avaliacdo do AE do produto, promovendo uma descaracteriza¢do da cor

do meldo minimamente processado.

Tabela 4 Variacdo do indice de escurecimentdEY de meldo minimamente
processado dos tratamentos controle e contendo bactérias probioticas nos dias 0 e 8

apés o processamento

AR Impregnacao a vacuo Imerséo
Dia 0 Dia 8 Dia 0 Dia 8
Controle 2,65+1,61 9,32+1,04

L. plantarum 10,67 +1,90 15,56 +1,76 14,35+1,42 16,06+ 1,40
L. acidophilus  4,92+1,20 3,91+0,98 1,79 + 0,98 7,45 +1,99

O AE mede a diferenca de cor entre a fruta processada e o controle. Quanto
maior o valor de AE, maior a diferenca total de cor do produto processado em relagao
ao tratamento controle avaliado. De acordo com Adekunt et al. (2010), as diferencas
na cor podm ser analiticamente classificadas como muito distinta (AE > 3,0),
distinta (1,5 < AE < 3,0) e pouco distinta (AE < 1,5).

Por outro lado, verificou-se que o MMP adicionado de L. acidophilus, tanto
por impregnacdo a vacuo como por imersao, apresentaram menores valbFes de
sendo que o MMP adicionado L. acidophilus pela técnica de imersdo apresentou
menor valor logo ap6s o processamento. Possivelmente, essa diferenca de cor ndo
sera diferenciada pelo consumidor em comparacédo com o tratamento controle. Além
disso, o MMP adicionado de L. acidophilus por imersdo apresentou menor alteracéao
apos 8 dias de estocagem em comparacdo com o tratamento controle ap6s o mesmo
periodo de armazenamento. Assim, verifica-se que o meldo minimamente processado
adicionado de L. acidophilus ndo promoveu alteragfes nas caracteristicas de cor do
produto, ampliando o poder de compra desta fruta minimamente processada pela

agregacao dos beneficios promovidos pela presenca do micro-organismo probiotico.
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5.5. Avaliacdo da Incorporacdo de componentes ap0s a impregnacao a vacuo e
imersdo de bactérias probitticas em meldo minimamente processado

Verificou-se que a técnica de impregnacdo a VAcuo incorporou maior
guantidade de componentes ao meldo minimamente processado comparado com a
técnica de imersdo em todos os tratamentos, sendo que no processo de impregnacao
a vacuo houve uma incorporacdo média de 8,80 %, enquanta pécaica de
imersdo essa meédia foi de 2,42 %, ou seja, 3,63 vezes mais solucdo foi incorporada
pela técnica de impregnacdo a vacuo (Tabela 5). Esse resultado mostra que uma
maior quantidade de componentes, neste caso, micro-organismos probibticos e
componentes presentes no tampdo (acido citrico, citrato de sodio, bactérias
probioticas e agua) foram incorporadmaVIMP utilizandosea técnica de IV. Como
prova desse fato, maiores contagens de micro-organismos probiéticos foram
observadas nos mel6es minimamente processados quando adicionados pela técnica
de IV.

Tabela 5 Valores médios do indice de incorporacdo de componentes (%) apos as
etapas de impregnacdo a vacuo e imersao de meldes minimamente processados

adicionado de bactérias probioticas

Tratamentos indice de Incorporacéo (%)
Controle por IV 9,33+£1,02a
Controle por IM 204+£0,25b
Inoculado com L. plantarum por IV 8,40+0,82a
Inoculado com L. plantarum por IV 2,78+0,30 b
Inoculado com L. acidophilus por I\ 8,68 £0,03 a
Inoculado com L. acidophilus por IN 244 +0,25b

Letras minUsculas iguais ndo se diferem estatisticamente ao nivel de 5 % deigdaaleabil
pelo teste de Tukey. IV: impregnacao a vacuo; IM: imersao.

De acordo com Fito (1994), quando o vacuo é aplicado ao sistema, o ar do
interior do tecido flui para o exterior por meio do espacgo poroso do alimento. Esses
espacos, que antes continham ar, sdo, entdo, preenchidos por uma solugao externa
(LAURINDO et al., 2007), fazendo com que uma maior quantidade de solucéo
penetre para o interior do tecido vegetal comparado com a técnica de imersao, que

ndo apresenta essa remoc¢ao do ar, visto que ndo ha a utilizacdo do vacuo. Desta
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forma, ao final do processo de imersdo, o produto apresentara maior propor¢ao de
poros com ar e menor quantidade de solucdo no interior do tecido vegetal, como
verificado neste estudo.

No estudo realizado por Hironaka et al. (2011) os autores constataram que as
batatas que ndo sofreram acdo do vacuo, submetidas a técnica de imerséao, tiveram
baixa incorporacdo de acido ascorbico. Por outro lado, nas batatas que foram
submetidas a impregnacdo a vacuo o conteddo de &cido ascoérbico aumentou
significativamente. Desta forma, evidencia-se que a técnica de impregnacéo a vacuo
€ mais eficiente para incorporacdo de componentes em vegetais minimamente
processados comparado com a técnica de imersdo. Em outro estudo, Rodrigues
(2013) trabalhando com goiaba minimamente processada adicionada de bactérias
probiodticas por IV, observou que as solucdes de L. acidophilus e L. plantarum
utilizadas como liquido de impregnacdo apresentaram uma incorporacao média de
20,4%. Com isso, verifica-se que, além das diferencas entre as técnicas utilizadas, a
porcentagem de incorporacdo pode apresentar uma grande variacdo entre vegetais, o

gue esté relacionado camporosidade de cada vegetal.

5.6. Determinacdo de firmeza e de perda de massa de meldo minimamente
processado adicionado de bactérias probidticas por impregnacdo a vacuo e
imersao

Verificou-se que a técnica de impregnacgdo a vacuo promoveu uma reducdo na
firmeza de meldo minimamente processado adicionado de micro-organismos
probioticos (p < 0,05) (Figura 12). As condi¢des de vacuo sédo extremamente eficazes
em produtos altamente porosos, como 0 meldo usado neste estudo, uma vez que o
Vacuo retira 0 ar preso no interior dos poros do tecido vegetal durante o processo de
impregnacao a vacuo e, na restauragcdo da presséo atmosférica, uma maior quantidade
de liquido penetra por esses poros (FITO et al., 1996; CHAFER et al., 2001;
CHAFER et al., 2003). No entanto, a aplicacédo do vacuo pode provocar danos na
estrutura das células dos vegetais pela expansdo do gas contido no interior do tecido
vegetal. Esse fenbmeno pode induzir a efeitos irreversiveis devido a forga mecanica.
Tais efeitos geralmente levam a perda de rigidez da estrutura provocada pelo
“debonding (desligamento) ou ruptura nas juncdes da parede celular (MERLIN,
2007), fato esse que explica a maior perda de firmeza e perda de peso dos MMP
submetidos a IV.
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Figura 12. Variacdo da firmeza de meldo minimamente processado dos tratamentos
controle e contendo bactérias probioticas por impregnacao a vacuo (A) e imerséo (B)
ao longo do periodo de armazenamento.

IV: Impregnacdo a vacuo; IM: Imerséo. A legenda da figura esta seguida da equacdo de
regressao e coeficiente de determinacdo para cada tratamento.

Observou-se, ao longo do periodo de armazenamento, que 0s tratamentos
submetidos a etapa de imersdo também apresentaram reducédo na firmeza (Figura 12)
0 que pode estar correlacionado com a perda de suco celular e acdo de enzimas
pécticas, como a B-galactosidase, sobre a parede celular e lamela média dos meldes,

favorecendo o amolecimento do tecido e, consequentemente, a redugéo da firmeza.
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Segundo Ranwala; Suematsu; M&s|(1992), a B-galactosidase foi avaliada como
uma enzima importante para regular o amolecimento de frutas.

Ja os MMP submetidos a etapa de impregnacdo a vacuo nao apresentaram
reducdes significativas na firmeza ao longo do periodo de estocagem. Isto se deve,
provavelmente, a perda de firmeza inicial do produto devido a agdo do véacuo e
também a possivel perda de enzimas arrastadas pelo gas e liquido nativo do melédo
durante o processo de impregnacéao a vacuo.

Como observado nesse estudo, Supapvanich; Tucker (2011) verificaram em
seu trabalho com meldo "Honeydew" que a firmeza da fruta minimamente
processada também decresceu ao longo de periodo de armazenamento. Os autores
associam a perda de firmeza com a maior liberacdo de exudado do produto
minimamente processado, mas também afirmam que esse ndo é o Unico fator que
afeta o amolecimento do tecido do vegetal.

Supapvanich (2009) relatou que a atividade de pectinametilesterase do melao
Cantaloupe intacto e minimamente processado diminuiu durante o armazenamento
Contudo, foi detectado um alto nivel de atividade de B-galactosidase nos meldes
minimamente processados ao longo do periodo de estocagem.

De acordo com Holland (1993), a perda de firmeza também esta relacionada a
modificacdo de polissacarideos hemicelulésicos e pécticos. BLEINROTH (1994)
relatou que a firmeza da polpa do melédo € dada pela protopectina, composto péctico
parcialmente insollvel, localizado na lamela média das células adjacentes e na
parede primaria. A medida que o amadurecimento avanga a protopectina vai sendo
convertida em compostos sollveis levando a um amaciamento dos tecidos. No
entanto, Menezes et al. (1995), verificaram estabilidade destes compostos pécticos
durante o armazenamento de meldo amarelo 'Agroflora 646', e sugeriram que o
amolecimento de meldo pode estar relacionado com outros processos, tais como, a
perda da integridade da membrana das células mesocarpicas e rompimento das
interacdes ibnicas entre polimeros da parede celular, o0 que pode ter ocorrido também
com os frutos do presente trabalho.

Em um estudo realizado por Ro6Rle et al. (2011), duas marcas diferentes de
mel foram impregnadas em magas recém cortadas usando uma pressao de vacuo de
525 mmHg por 10 minutos sendo constatado que a IV reduziu a firmeza dos cortes
de macd em comparacdo ao produto ndo impregnado. Desta forma, verifica-se que a

impregnacdo a vacuo pode ser um ponto critico para a perda de firmeza e,
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conseguentemente, aceitabilidade de vegetais minimamente processados logo apds o
processamento. Em outro estudo, RO6Rle et al. (2010) verificaram que macas
minimamente processadas adicionadas de L. rhamnosus por imersdo perderam a
firmeza ap6s o segundo dia de armazenamento a 5 °C. De acordo com 0s autores iSso
pode ter ocorrido em consequéncia da imersdao das fatias de magd em solucéo
probiotica, a qual poderia induzir o amolecimento do tecido, além da atuacédo de
enzimas sobre a estrutura do vegetal.

Independente da técnica utilizada, observou-se perda de firmeza do melédo
minimamente processado o que pode estar relacionado com o método empregado ou
possivelmente com a atuacdo de enzimas sobre a estrutura do vegetal, como ja
relatado. Assim, sugere-se o0 desenvolvimento e a implementacdo de novas técnicas
para manutencdo da firmeza de vegetais, como por exemplo, a aplicacdo de sais de
calcio como agentes de firmeza.

Na Figura 13 estdo apresentados os resultados para perda de massa dos MMP
adicionados de bactérias probioticas e dos tratamentos controle. Verificou-se que os
MMP adicionados de L. plantarum, independente da técnica utilizada para adicao, e
0os MMP submetidos a etapa de IV em solu¢cdo tampdo sem adicao de bactéria
probiética, apresentaram uma maior perda de massa ao longo do periodo de
armazenamento (p<0,05). Este resultado evidenciou que L. plantarum exerceu
grande influéncia sobre a estrutura do tecido do vegetal, provavelmente devido a
acao de enzimas que atuam sobre a parede celular e lamela média promovendo a sua
degradacdo, onde parte da agua livre contida no vegetal é perdida por meio do
exudado celular liberado.

Comparando os tratamentos controle, verificou-se que o método de
impregnacao a vacuo promoveu maior perda de massa devido, provavelmente, a uma
maior ruptura nas juncbes da parede celular, facilitando a liberacdo da &gua,
evidenciado também pela maior perda de firmeza dos MMP submetidos ao processo
de IV.
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Tempo (Dias)

—e+— Controle IV +<-m-+ Controle IM +— L. plantarum IV
c-+®--- | plantarum IM --®- | . acidophilus IV === L. acidophilus IM

Figura 13. Perda de massa (%) de meldo minimamente processado dos tratamentos
controle e contendo bactérias probidticas ao longo do periodo de armazenamento.

IV: Impregnacao a vacuo; IM: Imerséo.

Além disso, em razdo da maior incorporacdo de componentes nos meldes
minimamente processados submetidos a IV, maior quantidade de agua livre estava
presente, promovendo uma maior liberagdo de liquido durante o periodo de
estocagem. Por outro lado, para os MMP adicionados de L. acidophilus (Figura 13)
verificou-se, uma menor perda de massa ao longo do tempo (p<0,05).
Provavelmente, este micro-organismo apresentou uma menor atuagdo sobre os
componentes da parede celular do vegetal 0 que manteve sua estrutura mais estavel e

com menor perda de massa ao longo do armazenamento.

5.7. Determinacao das caracteristicas microbiolégicas

A resolugdo n° 12 de 02 de Janeiro de 2001 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério da Saude estabelece como padréo, o
méaximo de 5x 1DNMP-g' de coliformes termotolerantes por grama de fruta
(BRASIL, 2001). De acordo com a legislacdo vigente, o meldo minimamente
processado inoculado com bactérias probidticas por IV e imersdo e os tratamentos
controle mantiveram suas caracteristicas microbiolégicas preservadas ao longo do
periodo de armazenamento, indicando que as boas praticas de fabricacdo foram
adotadas (Tabela 6). Apesar dos resultados estarem de acordo com a legislacéo

brasileira, observou-se que as contagens de coliformes a 45 °C dos tratamentos
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controle estavam acima das contagens dos tratamentos adicionados de micro-
organismos probioticos. Esse fato pode ser justificado pela biopreservacédo, ou seja,
pela acdo das bactérias lacticas na prevencao do crescimento e atividade de micro-
organismos indesejaveis, devido a sua grande diversidade de mecanismos de acao,
tais como a producdo de &cidos organicos, bacteriocinas, peréxido de hidrogénio,

diacetil, entre outros compostos (PADMAJA et al., 2011).

Lima et al. (2009), em seu estudo com cenoura minimamente processada
adicionada de L. acidophilus pela técnica de imersdo, constataram resultados, para
coliformes a 45 °C menor que 3,0 e 52 NM@' para temperaturas de
armazenamento de 5 e 7 °C, respectivamente. Por outro lado, Silva et al. (2013) que
trabalharam com couve minimamente processada inoculada com L. acidephilus
rhamnosus observaram, ap6s 96 horas de armazenamento a 8 °C, que todos 0s
tratamentos estavam de acordo com a legislacdo brasileira vigente para as
caracteristicas microbiolégicas. Desta forma, observa-se que a temperatura € um

fator determinante para o crescimento de coliformes termotolerantes.

Tabela 6. NUmero Mais Provavel de coliformes a 30 e 45 °C em melao

minimamente processado adicionado de bactérias probidticas por IV e imerséo

Coliformes a 30 °C Coliformes a 45 °C
Imp. Vacuo Imerséo Imp. Vacuo Imerséo
Dia LA Cont. LA Cont. LA Cont. LA Cont.
0 <3,0 3,6 <3,0 6,4 <30 <30 | <30 <30
8 3,6 33 3,6 165 <3,0 18,6 9,2 36,6
Dia LP Cont. LP Cont. LP Cont. LP Cont.
0 <30 <30 | <30 3,6 <30 <30 | <30 <30
8 3,6 33,3 3,6 132,4 | <3,0 9,3 3,6 16,8
LA: L. acidophilus; LP: L. plantarum.

As contagens de micro-organismos psicrotroficos em meldo minimamente
processado adicionado de bactérias probidticas por IV e imersdo e também dos
tratamentos controle (Tabela 7), demonstram, imediatamente apds o processamento,
baixas contagens nos produtos avaliados, mostrando que as boas praticas de
fabricacéo foram adotadas, sendo observado maiores contagens para os tratamentos
controle, devido a baixa competi¢cdo por ndo conter micro-organimos probidticos em
altas concentracfes. Ao longo do periodo de estocagem a 5 °C observou-se um

ligeiro aumento nas contagens deste grupo microbiano em todos as amostras, sendo
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verificado um maior aumento para os tratamentos controle, visto que estes produtos
apresentavam condicbes mais favoraveis ao desenvolvimento microbiano como

auséncia de micro-organismos probioticos em concentracdes elevadas e maior pH.

Tabela 7. Contagem de micro-organismos psicrotroficos em meldo minimamente
processado adicionado de bactérias probioticas por IV e imersdo imediatamente apés

0 processamento e apoés 8 dias de estocagem a 5 °C

Log UFCg-1
Impregnacao a vacuo Imerséo
Dia | L. acidophilus Controle| L. acidophilus Controle
0 1,0 2,0 1,0 2,2
8 2,6 6,5 2,7 6,5
Dia L. plantarum Controle| L. plantarum Controle
0 1,0 1,9 1,4 2,0
8 3,0 7,1 3,1 7,0

Ao encontro do verificado neste estudo, Martins (2012) encontrou baixa
contagem de micro-organismos psicrotréficos em salada de frutas minimamente
processadas adicionadas de L. acidophilus, L. rhamedsydantarum e tratamento
controle logo apds o processamento. No entanto, ao l@galids a temperatura de
8 °C, o autor constatou aumento desta microbiota, principalmente na salada de frutas
controle comparada aquelas contendo probiético. Essa diferenca se deve, segundo o
autor, provavelmente, a biopreservacdo, uma vez que estas culturas além de
produzirem &cidos que promovem a reducdo do pH do meio, criando condi¢cdes
desfavoraveis ao crescimento microbiano, produzem peptideos antimicrobianos que

podem inibir ou inativar o desenvolvimento de bactérias indesejaveis em alimentos.

5.7. Microscopia Confocal de Varredura a Laser

O uso de vegetais tem sido amplamente discutido como uma alternativa para
incorporacdo de bactérias probioticas na dieta, uma vez que frutas e hortalicas tém
nutrientes que promovem o crescimento de micro-organismos probidticos e nao
oferecem aos consumidores os empecilhos dos produtos lacteos (MARTINS et al.,
2013). Para comprovar a veiculagcdo e viabilidade dessas culturas em produtos
vegetais, a Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL) pode ser usada com

SuUcCesso.
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A viabilidade celular em andlises microscopicas pode ser avaliada com base
em alteracbes morfoldgicas, alteracdes na permeabilidade da membrana ou estado
fisiologico inferido a partir da exclusdo de certos corantes ou a retencao de outros.
As células vivas apresentam membranas intactas e podem ser avaliadas pela sua
capacidade de excluir corantes que rapidamente atravessam a membrana de células
mortas ou danificadas. O iodeto de propidio (IP) tem sido utilizado, na maioria das
culturas celulares, para a avaliagdo de células ndo viaveis. Resumidaniemntéo o
atravessa a barreira da membrana celular de células viaveis, uma vez que essa
membrana ndo apresenta danos; contudo, quando a célula sofre algum tipo de
estresse a membrana pode ser danificada, assim, o IP consegue penetraa e corar
célula ndo viavel (TAVARES; TAVARES, 2009). Enquanto o IP penetra apenas em
células mortas, o isotiocianato de fluoresceina (FITC) penetra em todas as células, de
modo que células mortas apresentam coloracdo avermelhada/alaranjada e células
vivas (viaveis) apresentam coloracdo esverdeada (CARSON; GORMAM;
GILMORE, 2010; WANG et al., 2012).

As fotomicrografias, obtidas neste estudo, das superficies de meldo
minimamente processado adicionado de bactérias probiéticas por IV (Figura 14) e
imersdo (Figura 15) revelaram um grande numero de bactérias viaveis distribuidas
desigualmente no dia 0. ApGs 8 dias de armazenamento a 5 °C numeros elevados de
bactérias viaveis ainda estavam presentes nos cortes, no entanto percebe-se uma
reducdo deste numero (Figuras 14 e 15). Isto reflete os resultados mostrados no item
4.2, ou seja, uma reducdo na contagem de bactérias no oitavo dia apdés o
processamento em comparacdao com o dia 0, para as amostras de melao contendo
bactérias probidticas.

Pelas fotomicrografias ndo é possivel identificar a concentracdo total de
bactérias no produto, no entanto, percebe-se uma maior propor¢do de células vivas
nos cortes de MMP adicionado de bactérias probidticas por IV. Isso se deve ao
mecanismo hidrodinamico que € o principio da técnica de IV. O HDM proporciona
uma maior interiorizagdo das células no tecido vegetal que, por sua vez, confere uma
maior protecdo as bactérias. Além disso, constatou-se que as culturas probioticas
apresentaram boa capacidade para adesdo em meldao minimamente processado por

ambas as técnicas de adicdo (impregnagéo a vacuo e imersao).
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Figura 14. Fotomicrografias obtidas por MCVL das bactérias probioticas
adicionadas aMP por impregnacéo a vacuo, no primeiro (Dia 0) e ultimo (Dia 8)
dia de armazenamento.

A: L. acidophilus; B: L. plantarum. Bactérias viaveis estao coradas de e/datetérias ndo
vidveis estdo coradas de vermelho.

Estudos tém demonstrado que frutas possuem potencial para atuarem como
veiculo de probidticos com uma alta viabilidade celular em fungéo das caracteristicas
intrinsecas dos vegetais (MARTINS, 2012). Os resultados e as fotos obtidos nessa
pesquisa comprovam esse potencial dos vegetais como carreadores de micro-

organismos probidticos.
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Figura 15. Fotomicrografias obtidas por MCVL das bactérias probioticas
adicionadas adMMP por imersdo, no primeiro (Dia 0) e ultimo (Dia 8) dia de
armazenamento.

A: L. acidophilus; B: L. plantarum. Bactérias viaveis estdo coradas de e/ateiérias ndo
viaveis estdo coradas de vermelho

De acordo com Martins (2012), a adesao das culturas probidticas ao tecido
das frutas pode ser atribuido a micro-estrutura e formato das mesmas, que abrigam os
micro-organismos em nichos que viabilizam sua sobrevivéncia. Além disso, a
presenca de rugosidade na estrutura do vegetal e de compostos prebidticos naturais,
como o0s oligossacarideos, protegem 0s micro-organismos probiéticos do ambiente
acido do estdmago, aléem de ser fonte de nutrientes, o que influencia positivamente
sua sobrevivéncia durante a passagem pelo trato gastro intestinal (RANADHEERA,
BAINES; ADAMS, 2010).
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5.8. Avaliacéo sensorial

A andlise sensorial foi realizada logo ap6s o processamento e apds quatro dias
de estocagem a 5 °C, afim de verificar se haveria diferenca na aceitagiinodéras
pelos consumidores no inicio e apds 0 armazenamento. Versigapue os meldes
minimamente processados adicionados de bactérias probidticas por impregnacdo a
vacuo e tratamento controle também submetido a etapa de IV ndo apresentaram uma
boa aceitacdo sensorial no dia zero, apresentando notas abaixo de 5,0, diferindo das
demais (p<0,05) (Tabela 8). Por outro lado, os melbes tratados pela técnica de
imerséo obtiveram notas acima de 6,0, variando entre "gostei ligeiramégtatee
moderadamente” na escala heddnica empregada na realiza¢do da analise.

Desta forma, observou-se que imediatamente apdés o processamento, as
amostras processadas pelo método de imersdo apresentaram maiores médias, sendo
mais aceitas e apreciadas pelos consumidores em comparacdo com 0s meldes
minimamente processados que utilizaram a técnica de impregnacdo a vacuo para
incorporacao das bactérias probidticas. Nos comentarios descritos pelos julgadores, a
maior perda de firmeza dos meldes minimamente processados submetidos a etapa de
impregngéoa vacuo em comparacao com os tratamentos submetidos a imerséo foi a
principal razdo para a depreciacdo do produto. Além disso, alguns julgadores nao
gostaram do ligeiro sabor residual de acido citrico dos meldes minimamente
processados, uma vez que, de acordo com eles, € um sabor que nao se espera
encontrar em um meldo minimamente processado. Como o método de impregnacéo a
VAcuo promoveu uma maior incorporacdo de componentes, possivelmente, uma
maior quantidade de acido estava presente nestes produtos, promovendo, desta
forma, uma menor aceitacao sensorial.

Apos 4 dias de estocagem, verificou-se um ligeiro aumento em termos
absolutos nas notas médias dadas pelos julgadores para todas as amostras, sendo
verificado um aumento significativo na aceitagao do tratamento controle por IV e do
MMP inoculado com L. acidophilus também por IV. Isso se deve, provavelmente, a
perda de exudado do produto com o passar do tempo, uma vez que a solugao tampéao
€ parcialmente perdida com o liquido, deixando o meldao com menos gosto residual,
muito comentado pelos consumidores durante a analise logo ap0s 0 processamento.
Além disso, apos 4 dias de estocagem, verificou-se que somente o0 MMP adicionado
de L. plantarum por IV apresentou menor nota comparado com as outras amostras

(p<0,05), possivelmente, devido as maiores alteracbes em suas caracteristicas fisico-
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guimicas (pH, acidez e sélidos soluveis totais), de cor e firmeza, provocadas em
decorréncia da perda de estrutura do vegetal causada tanto pelo emprego da técnica
de impregnacdo a vacuo como pela atuacdo do micro-organismo sobre os

constituintes do produto.

Tabela 8. Aceitacdo sensorial de meldo minimamente processado adicionado de

bactérias probidticas por IV e imerséo

Tempo (das)

Tratamento 0 4
Controle por IV 4,22 +1,84 Acd 6,14 + 2,36 Ba
Inoculado com L. plantarum por IV| 3,80 £ 1,87 Ad 4,40 + 2,50 Ab
Inoculado com L. acidophilus por IV 4,90 = 2,09 Ac 6,36 + 1,82 Ba
Controle por IM 6,80 + 1,14 Aa 7,22 +1,42 Aa
Inoculado com L. plantarum por IM| 6,12 + 1,61 Aab 6,68 £ 1,53 Aa
Inoculado com L. acidophilus por IM 5,96 + 1,64 Ab 6,48 £ 1,75 Aa

Letras mailsculas iguais na linha e letras mindsculas iguais na coluna ndo esa difer
estatisticamente ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey. |V:riagieq
vacuo; IM: imersao.

Martins (2012) avaliou a aceitabilidade de salada de frutas minimamente
processada contendo L. rhamnsous e verificou que o produto foi bem aceito pelos
julgadores, tendo notas acima de 7,0, variando entre gostei moderadamente e gostei
muito, na escala hedodnica de nove pontos. Do mesmo modo, R6Rle et al. (2010a)
também obtiveram boa aceitacdo sensorial de macad minimamente processada
enriguecida com bactéria probidtica. Rodrigues (2013), em seu estudo com goiaba
minimamente processada adicionada de culturas probiéticas por IV, obtiveram notas
acima de 6,0 para os produtos, igualmente observado nesse estudo para o melado
minimamente processado adicionado de bactérias probioticas por imersao logo apés
0 processamento. Esses resultados mostram a capacidade de mercado dos vegetais
minimamente processados enriguecidos com bactérias probidticas, uma vez que 0s

produtos tiveram boa aceitacdo sensorial pelos julgadores.
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6. CONCLUSOES

O tempo de 2 minutos de aplicacdo de vacuo e mais 2 minutos de restauracéo
da pressdo atmosférica € suficiente para incorporacdo de L. acidophilus
plantarum em meldo minimamente processado pela técnica de impregnacao a vacuo.

A técnica de impregnacgéo a vacioma tecnologia com maior potencial para
incorporacdo de componentes aos produtos vegetais em comparacdo com a técnica
de imersao.

A contagem de bactérias laticas no meldo minimamente processado foi
semelhante aquela encontrada para produtos lacteos, sendo uma alternativa para
individuos vegetarianos e que possuem dieta com restricdo de colesterol, além
daqgueles intolerantes a lactose presente no leite e derivados.

A técnica de imersdo e o micro-organismo L. acidophilus proraove
menores alteracdes nas caracteristicas fisico-quimicas, de cor e firmeza de meldo
minimamente processado. Além disso, a técnica de imersdo se apresenta mais
lucrativa, visto que ndo ha a necessidade de aquisicdo de equipamentos, sendo
facilmente implementada para pequenos e médios produtores podendo ser uma nova
alternativa para geracédo de emprego e renda para a populacao.

L. acidophiluse L. plantarum tiveram boa ades&o ao tecido da fruta quando
incorporados por ambas as técnicas estudadas (impregnac¢éo a vacuo e imersao).

Para os MMP adicionados de bactérias probidticas por impregnacdo a vacuo
torna-se importante o desenvolvimento e a implementacdo de novas técnicas para
manutencdo da firmeza, como por exemplo, a aplicagcdo de sais de calcio como
agentes de firmeza.

Aconselhaseum estudo mais aprofundado do uso da IV em outros vegetais, a
fim de verificar as alterac6es provocadas pela técnica emsonataizes e a sua
utilizacdo para incorporacdo de outros componentes de alto valor nutritivo como
compostos bioativos, vitaminas e minerais, agregando valor e maior funcionalidade

aos vegetais minimamente processados.
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