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RESUMO

Rodrigues, Marcela Zonta, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2017.
Obtencao de revestimentos comestiveis a base de pectina como veiculo para micro-
organismos probidticos e aplicagdem cenoura e goiaba minimamente processadas.
Orientador: Afonso Mota Ramos. Coorientadoras: Erica Nascif Rufino Vieira e Eliane
Mauricio Furtado Martins.

As culturas probioticasgdo disponiveis para o consumidor, principalmesteprodutos

lacteos. Contudo o interesse pela incorporacao destes micro-organismos em outras bases
alimentares é crescente. As matrizes vegetais sdo boa alternativa para a incorporagao
destes micro-organismos, no entanto € necessario o desenvolvimento de diferentes
técnicas para inserir as bactérias probidticas em vegetais. Esta pesquisa objetivou
desenvolver revestimento comestivel a lolegmectina de baixa metoxilacao para veicular
micro-organismos probidticos em cenoura e goiaba minimamente processadas. Na
primeira etapa do estudo, foi produzido o revestimento a base de pectina de baixa
metoxilacdo, sendo os tratamentos controle e adicionados de bactérias probioticas
(Lactobacillus acidophilus LA3, Lactobacillus plantarum (CH6072 e L286),
Lactobacillus paracasei BGP1, Lactobacillus acidophilus LA3 em combinagdo com
Lactobacillus plantarum (CH6072 e L286),Lactobacillus acidophilus LA3 em
combinacdo conhactobacillus paracasei BGP1 eLactobacillus plantarum (CH6072 e

L286) em combinacdo conbactobacillus paracases BGP1). Os revestimentos
comestiveis foram avaliados quanto a sua estabilidade microbiolégica (viabilidade e
resisténcia as condi¢cdes gastrointestinais simuladsigro das culturas probioticas e
atividade antimicrobiana frente lasteria innocua ATCC33090 eEscherichia coli
ATCC11229), fisica (viscosidade, cor, indice de brancura e turbidez) e quimica (pH)
durante 12 dias de armazenamento. Na segunda etapa do estudo, avaliou-se a aplicacac
do revestimento comestivel em cenoura e goiaba minimamente processadas e a
estabilidade dos produtos obtidos armazenados a 4 °C. Cenoura e goiaba minimamente
processadas contendo os revestimentos comestiveis foram avaliadas quanto a qualidade
microbioldgica, viabilidade e resisténcia as condi¢cdes gastrointestmaisro dos
probioticos, microscopia eletrénica de varredura (MEV), perda de massa, firmeza,
composi¢cdo da cor, pH, acidez total tituladvel e teor de solidos solaveis totais. O
revestimento comestivel apresentou-se como bom carreador de bactérias probidticas,

além de alguns tratamentos apresentarem atividade antimicrobiana. A adicao debactéria
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probidticas ao revestimento comestivel alterou (p<0,05) pH, cor, indice de brancura e

turbidez. As bactérias probidticas apresentaram-se viaveis quando os revestimentos
comestiveis foram adicionados as cenoura e goiaba minimamente processadas. A MEV
mostrou que as bactérias probibticas apresentaram-se bem distribuidas por toda a
superficie da cenoura e goiaba minimamente processadas revestidas. A adicdo do
revestimento cometivel as fatias de cenoura e goiaba minimamente processadas nao
alterou (p>0,05) a qualidade microbiolégica e as caracteristicas fisicas e quimicas dos
produtos avaliados. Portanto, o revestimento comestivel a base de pectina de baixa
metoxilacdo contendo bactérias probibéticas € uma boa alternativa para veicular estes

micro-organismos, através dos vegetais minimamente processados, até o consumidor.
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ABSTRACT

Rodrigues, Marcela Zonta, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September, 2017.
Obtaining of edible coatings on the basis of pectin as a vehicle for microorganisms
probiotics and application in carrots and guavas minimally processedAdvisor:
Afonso Mota RamosCo-advisors: Erica NasciRufino Vieira and Eliane Mauricio
Furtado Martins.

The probiotic cultures are available for the consumer especially in dairy products.
However, the interest by the incorporation of these microorganisms in other food bases
is growing. The vegetables matrices are a good alternative for the incorporation of these
micro-organismsit is necessarto the development of different techniquegleliver the
probiotic bacteria to vegetables. The objective of this research was to develop low
methoxylated pectin based edible coating to deliver probiotic microorganisms to
minimally processed carrots and guavashe first stage of the study, low methoxylation
pectin edible coating was produced, control treatment and addition of probiotic bacteria
(Lactobacillus acidophilus LA3, Lactobacillus plantarum (CH6072 e L286),
Lactobacillus paracasei BGP1, Lactobacillus acidophilus LA3 in combination with
Lactobacillus plantarum (CH6072 e L286), Lactobacillus acidophilus LA3 in
combination withLactobacillus paracasei BGP1 eLactobacillus plantarum (CH6072 e

L286) in combination with_actobacillus paracasei BGP1). The edible coatings were
evaluated for their microbiological stability (viability and resistance to simulated in vitro
gastrointestinal conditions of probiotic cultureslantimicrobial activity againdtisteria

innocua ATCC33090 andEscherichia coli ATCC11229), physical (viscosity, color,
whiteness index and turbidity) and chemical (pH) for 12 days stdratiee second stage

of the study, were evaluated the application of the edible coating in minimally processed
carrots and guavas and the stability of the obtained products stored at 4 ° C. Minimally
processed carrots and guavas containing the edible coatings were evaluated for
microbiological quality, viability and resistance in vitro gastrointestinal conditions of
probiotics, scanning electron microscopy (SEM), loss of mass, firmness, color
composition, pH, titratable total acidity and total soluble solids content. The edible
coating presented as a good carrier of probiotic bacteria, in addition to some treatments
presenting antimicrobial activity. The addition of probiotic bacteria to the edible coating
altered (p<0.05) pH, color, whiteness index and tubidity. Probiotic bacteria were viable

when edible coatings were added to minimally processed carrots and guavas. SEM
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showed that probiotic bacteria were well distributed throughout the surface of minimally
processed coated carrot and guava. The addition of the edible coating minimally
processed carrot and guava did not modify (p> 0.05) the microbiological quality and the
physical and chemical characteristics of the evaluated products. Therefore, the low
methoxylation pectin edible coating containing probiotic bacteaayood alternative for
transference these microorganisms through minimally processed vegetables to the

consumer.
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INTRODUCAO GERAL

O crescente aumento do conhecimento dos consumidores sobre o impacto que os
alimentos ocasionam na saude contribuiu para um aumento da demanda por diferentes
produtos alimenticios contendo ingredientes funcionalmente ativos (KANMANI; LIM,
2013; TRIPATHI; GIRI, 2014), sendo os produtos que incorporam em sua COmposi¢cao
as bactérias probidticas os mais procurados pelos consumidores.

Probiéticos sdo micro-organismos vivos que, quando ingeridos em quantidades
adequadas conferem beneficios a satude do hospedeiro (FAO/WHO (0 eficios
dos probidticos sdo dependentes da dose diaria ingerida, que dearia
6,00— 9,00 Log UFC ¢ ou mL! (LOPEZ DE LACEY et al., 2012). A maioria das
estirpes bacterianas probidticas sdo pertencentes ao grupo de bactérias lacticas e sua
funcionalidade, geralmente, depende da estirpe probidtica (KANMANI; LIM, 2013). Sédo
varios os beneficios para a saude atribuidos a estes micro-organismos destacando-se a
producao de substancias antimicrobianas, regulacao do trato gastrointestinal, estimulacéo
da resposta imune do hospedeiro, reducdo dos niveis de colesterol no soro, reducao da
intolerancia a lactose, diminuicdo da sindrome do intestino irritavel e prevencédo de
doencas cardiovasculares e varios tipos de cancer (TAVERA-QUIROZ et al., 2015).

A adicao de bactérias probidticas em produtos lacteos € amplamente utilizada e,
isso se deve ao fato dessa matriz alimentar apresentar bom suporte nutricional para esses
micro-organismos. No entanto, o crescento nimero de individuos com intolerancia a
lactose, alergiasproteinas do leite, até mesmo aqueles que optam por ndo consumirem
produtos de origem animal reforcam a busca por matrizes alimentares vegetais capazes
de veicular as bactérias probioticas (MARTINS et al., 2013). Diversos estudos vém
relatando o uso de micro-organismos probidticos em alimentos de origem vegetal tais
como produtos a base de soja, sucos de frutas, vegetais fermesmnadtiges de frutas,
snackers de frutas, azeitonas, cereais matinais, bebida de malte e frutas e hortalicas
minimamente processadas.

A maneira de aplicagdo das bactérias probidticas em vegetais minimamente
processados ocorre geralmente através da inoculacdo direta do micro-organismo no
alimento, entretanto, essa forma de aplicacdo muitas vezes pode ser ineficiente tornando
necessario a busca por novas alternativas para a adicdo dos probioticos nesses alimentos,

de modo a garantir a veiculacao e sobrevivéncia desses micro-organismos.



Revestimentos comestiveis vém sendo estudados como bons transportadares para
incorporacdo de compostos ativos, tais como, vitaminas, antioxidantes, probidticos e
antimicrobianos em alimentos (SOUKOQULIS et al., 2014a). Eles séo finas camadas de
materiais biopoliméricos comestiveis aplicados a superficie dos alimentos, come frutas
hortalicas minimamente processadas, proporcionando uma barreira contra a migracao da
umidade, oxigénio, diéxido de carbono, aromas e outros solutos (MISIR; BRISHTI,
HOQUE, 2014).

Estudos recentes demonstram que isolado protéico de soro, caseinato de sédio
(BERISTAIN-BAUZA et al., 2016), kefirano (PIERMARIA et al., 2015), metilcelulose
(ROMANO et al., 2014; TAVERA-QUIROZ et al., 2015), alginato de sédio combinado
com concentrado protéico (SOUKOULIS et al., 2014a), pululano, amido (KANMANI;
LIM, 2013) e gelatina (LOPEZ DE LACEY et al., 2012) sdo matrizes adequadas para
imobilizar micro-organismos probiéticos. Dessa forma, os revestimentos comestiveis sdo
apresentados como uma possibilidade real para veicular probidticos em sistemas
alimentares onde eles ndo podem ser incorporados por inoculacdo direta, além de se
apresentarem cCoOmo uma via promissora para proteger esses micro-organismos das
condicbes de processamento dos alimentos e condicbes do trato gastrointestinal
(SOUKOULIS et al., 2014a).



OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a adicdo de bactérias probioticas em revestimentos comestiveis a base de

pectina e a aplicacao dos revestimentos em cenoura e goiaba minimamente processadas.

Objetivos Especificos

v

Incorporar bactérias probiéticdsattobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus acidophillus combinado comnlactobacillus
plantarum, Lactobacillus acidophilus combinado comlLactobacillus paracasel e
Lactobacillus plantarum combinado conbactobacillus paracasei) em revestimento
comestivel a base de pectina de baixa metoxilacao.

Determinar a viabilidade das bactérias probidticos incorporadas no revestimento
comestivel.

Avaliar a resisténcia dos micro-organismos probioticos presentes nos revestimentos
comestiveis frente as condi¢des gastrointestinais simuilawulidso.

Avaliar as propriedades fisicas e quimicas (viscosidade, potencial hidrogenioénico
(pH), cor, indice de brancura e turbidez) dos revestimentos obtidos, com o intuito de
verificar se houve influéncia da adicdo das bactérias probidticas.

Determinar a atividade antimicrobiana dos revestimentos comestiveis frente a
Escherichia coli e Listeria innocua.

Determinar a viabilidade das bactérias probidt@asenoura e goiaba minimamente
processadas recobertas com o0s revestimentos comestiveis.

Avaliar a resisténcia dos micro-organismos probiodticos presentes nos revestimentos
comestiveis adicionados na cenoura e goiaba minimamente processadas frente as
condi¢cOes gastrointestinais simuladasitro.

Determinar a atividade antimicrobiana dos revestimentos comestiveis nos vegetais
minimamente processados inoculados &suanerichia coli e Listeria innocua.

Avaliar a vidade prateleira de cenoura e goiaba minimamente processadas recobertas
com revestimentos comestiveis por meio das analises microbiolégicas (psicrotroficos,
Salmonella sp. e fungos filamentosos e leveduras), fisicas (microscopia eletronica de
varredura, perda de agua, firmeza e cor) e quimicas (acidez total titulavel, pH e teor

de solidos solaveis totais).



REFERENCIAL TEORICO

1. Vegetais minimamente processados

O consumo de frutas e hortalicas, bem como de produtos derivados, tem aumentado
significativamente ao longo dos anos, uma vez que os consumidores estdo a procura de
alimentos que proporcionem beneficios a saude.

Frutas e hortalicas minimamente processadas tornaram-se uma importante area
com potencial crescimento de comercializacdo devido ao aumento da demanda do
consumidor por alimentos convenientes que requerem um menor tempo de preparo ou
que sejam prontos para 0 consumo e que apresentem caracteristicas semelhantes ao
produtoin natura.

Segundo Moretti e Machado (2006), o surgimento dos alimentos minimamente
processados ocorreu em 1938, ano em que varios tipos de saladas embaladas ja podiam
ser encontrados em quitandas e pequenos mercados na costa oeste dos Estados Unidos
Entretanto, a atividade de processamento minimo de frutas e hortalicas comecou
realmente a crescer nos Estados Unidos, a partir da década de 50 com o surgimento das
redes de alimentacao rapidas{-food). No Brasil, o inicio da atividade de processamento
minimo ocorreu com a chegada das rededadefood, no final da década de 70
(MORETTI; MACHADO, 2006) e, a partir de entdo pode-se observar um consecutivo
aumento no consumo de frutas e hortalicas minimamente processadas.

Os vegetais minimamente processados sdo alimentos que apresentam os tecidos
vivos, definidos como frutas ou hortalicas ou qualquer combinacdo destas que tenham
sido alteradas fisicamente, mas que mantenham seus atributos de qualidade similares ao
produtoin natura preservando suas caracteristicas (SILVA et al., 2011). Além disso,
vegetais minimamente processados passam por processos de selegdo, lavagem,
descascamento, corte, sanitizacdo, drenagem e embalagem, visando conservar
caracteristicas dos alimentos frescos, preservar suas propriedades nutritivas e prolongar
sua vida util (OLIVEIRA et al., 2015).

No ertanto, o processamento minimo altera a integridade do alimento e induz danos
superficiais no tecido vegetal, o que acarreta modificacdes fisicas, metabodlicas e
bioguimicas, tais como aumento na taxa respiratoria e liberacdo de enzimas e substratos
levando a deterioracdo da qualidade, promovendo escurecimento, perda de aroma e
textura e crescimento microbiano (RAYBAUDI-MASSILIA; MOSQUEDA-MELGAR;



MARTIN-BELLOSO, 2008; ROJAS-GRAU; TAPIA; MARTIN-BELLOSO, 2008;
NARSAIAH et al., 2015). Estes produtos devem cumprir a funcionalidade esperada sem
alteracdes significativas das propriedades fisicas e quimicas e do valor nutricional durante
a sua vida de prateleira.

Frutas e hortalicas minimamente processadas s&o consumidas, principalmente,
cruas. Dessa forma, elas representam um potencial perigo para a seguranca
microbiolégica, especialmente quando processadas sob condicbes sanitarias
insatisfatorias (GLEESON; BEIRNE, 2005). Diante disso, o crescimento de bactérias
patogénicas e deteriorantes € um desafio para a industria de alimentos minimamente
processados.

Os vegetais frescos sdo altamente pereciveis e perdas podem ser de grande
importancia se medidas corretas de boas praticas agricolas durante a pés-colheita nao
forem realizadas. Dessa fornsatorna necessario o emprego de técnicas para reduzir 0s
processos metabdlicos que conduzem a rapida senescéncia, de modo que 0s vegetais
minimamente processados possam manter a sua qualidade por um periodo de tempo
maior (GUERREIRO et al.,, 2015a). Varios métodos fisicos e quimicos vém sendo
avaliados para reduzir a contaminacdo e promover a conservacao de frutas e hortalicas
minimamente processadas, mas estegrande parte ndo foram eficazes para extemder
vida atil sem comprometer a qualidade do produto (RAMOS et al., 2013). Dentre os
métodos utilizados para conservar 0s vegetais minimamente processados destaca-se a
refrigeracdo, uso de embalagem com atmosfera modificada ou controlada, inibidores de
escurecimento, produtos a base de célcio, uso de 1-metil ciclopropeno e aplicacdo de

revetimentos ou filmes comestiveis.

2. Revestimentos Comestiveis

Revestimentos comestiveis sdo formados por uma ou varias camadas finas, de
qualquer tipo de material, aplicados diretamente sobre a superficie dos alimentos com a
finalidade de prolongar a vida de prateleira do produto podendo ser ingeridos juntamente
com os alimentos (GONZALEZ -AGUILARtal., 2010; WANGetal., 2010; HAMZAH
et al.,, 2013). Em frutas e hortalicas minimamente processadas, 0s revestimentos
comestiveis sado utilizados, de maneira geral, como uma estratégia de barreira a

contaminacgao microbiana e para reduzir os efeitos deletérios do processamento (ROJAS-



GRAU; SOLIVA-FORTUNY; MARTIN-BELLOSO, 2009; MOREIRA; ROURA;
PONCE, 2011; ALDANA et al., 2015).

O material comestivel ideal utilizado para o revestimento de alimentos deve ser
isento de qualquer componente téxico, alérgico ou ndo digerivel e deve ser facilmente
produzido e economicamente viavel (JANJARASSKUL; KROCHTA, 2010). O material
de revestimento deve fornecer estabilidade estrutural, boa propriedade de @desao
superficie do alimento, semi-permeabilidade, barreira a umidade, oxigénio e movimento
de soluto e deve manter os atributos sensoriais do produto (RHIM; LEE; NG, 2007;
JANJARASSKUL; KROCHTA, 2010). Deve, também, proteger contra a contaminacao,

a infestacdo de pragas, a multiplicacdo microbiana e outros tipos de deterioracéo
(FALGUERA et al., 2011).

As propriedades fisicas do revestimento comestivel estdo diretamente ligadas as
condi¢des do processo de aplicacdo, sendo na industria de alimentos a pulverizacdo e a
imersdo as principais técnicas utilizadas. A técnica de pulverizagdo resulta em um
revestimento uniforme com espessura controlada e possibilita a aplicacdo de
multicamadas e a de imersdo € dependente de propriedades do revestimento como
densidade, viscosidade e tensao superficial possibilitando a formag&o de camadas grossas
de revestimento (VALDES et al. 2017). Revestimentos comestiveis, mesmo se nio
consumidos juntamente com os alimentos, ndo contribuem para a poluicdo do ambiente
devido a sua natureza biodegradavel em comparacdo com polimeros sintéticos
convencionais.

Os componentes usados para a preparacao dos revestimentos comestiveis podem
ser classificados em trés categorias: polissacarideos (amido, derivados de celulose,
alginato, carragena, quitosana e pectina), proteinas (caseina, proteina de soja, zeina,
proteinas formadoras do gluten, queratina, albumina e gelatina), lipideos (glicerideos,
ceradeabelha, cerdecarnauba, cera de polietileno e 6leo mineral) e compositos (quando
0os materiais sdo utilizados em combinacdo) (ROJAS-GRAU; SOLIVA-FORTUNY;
MARTIN-BELLOSO, 2009; SOUZA et al., 2010; DHALL, 2013; FAGUNDES et al.,
2014).

Para a preparacdo do revestimento comestivel devem ser avaliados diversos
parametros tais como, tipo de material aplicado como matriz estrutural, coregjies
os revestimentos sédo formados (tipo de solvente, pH, temperatura e concentracao de

componentes) e o tipo e concentracao dos aditivos (plastificantes, afggetesilacio,



antioxidantes, antimicrobianos, emulsionantes, entre outros). Estas caracteristicas
influenciam diretamentaspropriedades mecanicas (flexibilidade e tenséo), propriedades
opticas (brilho e opacidade), efeito de barreira contra o fluxo de gases, resisténcia
estrutural & agua e contaminagdo microbiana (ROJAS-GRAU; TAPIA; MARTIN-
BELLOSO, 2008; ROJAS-GRAU; SOLIVA-FORTUNY; MARTIN-BELLOSO, 2009).

O comportamento mecanico e de barreira dos revestimentos comestiveis sao
intrinsecamente associados com as caracteristicas fisicas e quimicas dos seus
constituintes (CHIUMARELLI; HUBINGER, 2014), por exemplo, revestimentos a base
de proteinas e polissacarideos sao hidrofilicos e geralmente fornecem uma boa barreira
aooxigénio e difusdo de didéxido de carboedretanto apresentam uma fraca barreira ao
vapor de 4gua (GARCIA; MARTINO; ZARITZKY, 1998). A adicdo de plastificantes a
esses tipos de revestimentos aumenta a flexibilidade e capacidade de processamento do
revestimento, aumentando o volume livre ou mobilidade molecular dos polimeros, e
alteram a permeabilidade ao vapor de agua, tornando-os menos hidrofilicos, além de
poderem aumentar a permeabilidade do filme ao oxigénio. Portanto, a adicdo de
plastificantes, tais como glicerol, sdo necessarios para revestimentos comestiveis a base
de polissacarideos e proteinas (ROJAS-GRAU; TAPIA; MARTIN-BELLOSO, 2008).

Revestimentos comestiveis tém sido descritos como bons tranportadores, para a
incorporacao em alimentos de ingredientes ativos (Tabela 1), tais como antioxidantes,
corantes, aromatizantes, flavorizantes, nutrientes, compostos bioativos, antimicrobianos
(ROJAS-GRAU; SOLIVA-FORTUNY; MARTIN-BELLOSO, 2009; CAMPOS;
GERSCHENSON; FLORES, 2011; CHENG; WANG; MING WENG, 2015) e
probioticos (SOUKOQULIS et al., 2014a). Dessa forma, os revestimentos comestiveis sao
apresentados como bons transportadores para carrear micro-organismos probidticos em
alimentos que eles ndo podem ser incorporados por inoculacdo direta, além de se
apresentarem cCoOmo uma via promissora para proteger esses micro-organismos das
condicbes de processamento dos alimentos e condicbes do trato gastrointestinal
(SOUKOULIS et al., 2014a).



Tabela 3 - Estudos sobre a elaboracéo de revestimentos comestiveis adicionados de ingredientes ativos

Funcao Ingrediente Ativo Material de Revestimento Aplicagéo Referéncia
Sorba}to. de po.tassm, Metllparallb(_ano de Hidroxipropil metilcelulose Ameixa Gunaydin et al. (2017)
sodio e Etilparabeno de sédio
Oleo essenciail delyrcia ovata . . Frazdo; Blank; Santane
e tosana e Amido Mangada ' '
g Cambessedes (MYRO74e MYRO 175) Qui ! g (2017)
g Oleo essencial de capim lim&o Quitosana Uva Oh et al. (2017)
(8] ~ P
= . . . . M .
£ Citral e Eugenol Alginato de sodio e Pectina aga minimamente Guerreiro et al. (2017)
= processada
< Carvacrol e Cinamato de metila Alginato de sédio Morango Peretto et al. (2017)
Lo - . Caqui minimamente .
Sorbato de Potéssio e Benzoato de sodio Pectina q Sanchis et al. (2016)
processado
o o
g 5
= 2 Oleo essencial de orégano . Rodriguez-Garcia et al.
S o Pectina Tomates
2 2 (2016)
£ c
=2 <
< O
Acido citrico e Cloreto de calcio Pectina Caqui minimamente Sanchis et al. (2016)
processado
) L. . . . . Maca mini Alves; Ives;
= Acido Ferulico e Ascorbato de sddio Isolado proteico de soja aga minimamente ves; Goncalves
s processada Rocha (2017)
X Oléo essencial de lima, lim&o e laranja Alginato de sé6dio Framboesa vermelha  Gomes et al. (2017)
g Propolis Fécula de mandioca Morango Thomas et al. (2016)
Extrato de pele de améndoas e S ~ .
Butilhidroxitolueno (BHT) Carboximetil celulose Améndoa Larrauri et al. (2016)
° Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
8 casei, Lactobacillus rhamnosus e Carboximetil celulose - Ebrahimi et al. (2018)
2 Bifidobacterium bifidum
o - A
kS Lactobacillus plantarum e Lactobacillus Presunto fatiado

pentosus

Alginato de Sédio

Pavli et al. (2017)




Probiético

Lactobacillus rhamnosus GG

Pectina, Alginato de sodio, Gelatina, Kappa-carragena/Go
de alfarroba e Concentrado proteico de soro de leite

Soukoulis et al. (2017)

Lactobacillus casel

Soro de leite, Inulina e Gelatina

Biscoito Cracker

Garcia-Argueta et al.
(2016)

Bifidobacterium animalis e Lactobacillus
casei

Isolado proteico de soro de leite

Pereira et al. (2016)

Lactobacillus rhamnosus GG

Amido de milho e de arroz, Gelatina de pele bovina,
Caseinato de sédio e Concentrado proteico de soja

Soukoulis et al. (2016)

Lactobacillus plantarum

Metilcelulose

Shacks de macgéa

Tavera-Quiroz et al.
(2015)

Lactobacillus plantarum

Kefirano

Piermaria et al. (2015)

Lactobacillus paracasei e Bifidobacterium
lactis

Agar

Filé de Merluza

Lopez de Lacey; Lopez:
Caballero; Montero
(2014)

Lactobacillus delbrueckii subsp.
Bulgaricus e L. plantarum

Metilcelulose

Romano et al. (2014)

L actobacillus acidophilus e Lactobacillus
reuteri

Metilcelulose e Caseinato de sédio

Sanchez-Gonzalez;
Saavedra; Chiralt (2014

Lactobacillus rhamnosus GG

Alginato de sédio e Concentrado proteico de soro

Soukoulis et al. (2014a)

Lactobacillus rhamnosus GG

Gelatina e Fibras prebiéticas

Soukoulis et al. (2014b)

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
reuteri e Lactobacillus acidophilus

Pululano e Amido de batata, tapioca e milho

Kanmani; Lim (2013)

Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium bifidum

Gelatina

Filé de Merluza

Loépez de Lacey et al.
(2012)




3. Pectina

Pectina é um polissacarideo, branco, amorfo e coloidal de alto peso molecular
encontrada em frutas citricas que apresenta propriedades espessantes e emulsionantes ¢
capacidade de solidificar formando um gel (VALD&SI., 2015). Sua estrutura consiste
de moléculas de o-(1—4)-D-acido galacturdnico ligadas a um numero pequeno de
residuos de ramnose na cadeia principal e arabinose, galactose e xilose ndatesdsias
(KOHLI; GUPTA, 2015). A pectina apresenta-se parcialmente metoxilada com metanol
e,de acordo com o grau de grupos carboxilicos metoxilados € classificada como de baixa
metoxilagdo (< 50% de metoxilacdo) ou de alta metoxilagdo (> 50% de metoxilagdo)
(KASTNER; EINHORN-STOLL; DRUSCH, 2017).

Diferentes interacbes intermoleculares estdo envolvidas na geleificagcdo de
pectinas. A pectina de baixa metoxilacdo possui maior quantidade de grupos carboxilicos
livres e sua geleificacdo envolve interacées intermoleculares entre céations (eRdif)plo
e as cavidades carregadas negativamente formada pela cadeia de polimeros, resultando
na formacdo de uma rede tridimensional reticulada, ja a pectina de alta metoxilacdo &
necessario um meio acido na presenca de um co-soluto, geralmente a sacarose,
promovendo interacdes entre os grupos carboxilicos (FRAEYE et al., 2010).

Devidoassuas propriedades coloidais a pectina apresenta elevado potencial como

componente para o desenvolvimento de revestimentos comestiveis (GAZIQIN017).
Segundo Valdés et al. (2015) e Gutierrez-Pacheco et al. (2016), revestimentos
comestiveis a base de pectina apresentam excelente barreira ao oxigénio e diéxido de
carbono, preservacéo do aroma e boas propriedades mecanicas, mas ndo apresentam bo:
barreira a perda de agua, uma vez que possuem natureza hidrofilica. Entretanto, os
revestimentos comestiveis produzidos com pectina pura podem promover o crescimento
microbiano, uma vez que a pectina é utilizada como fonte de carbono por bactérias e
fungos filamentos e leveduras (GUTIERREZ-PACHECO et al., 2016).

O principal tipo de pectina utilizada na formulacdo de revestimento comestivel &

a de baixo grau de metoxilagédo devido a sua capacidade de formar géis firntes>opH

e na presenca de cations de calcio e sem a necessidade da adicdo de acucar, promovend
maior firmeza e integridade estrutural aldereduzir a permeabilidade vapor de agua
(VALDES et al., 2015).
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Pectina tem sido utilizada como revestimento comestivel para frutas e hortalicas,
sendo apresentados na Tabela 2 trabalhos que utilizaram apenas a pectina como

polissacarideo para a formulacdo dos revestimentos.

Tabela 4- Estudos sobre revestimentos comestiveis a base de pectina e sua aplica¢cdo em
vegetais

Tipo de Pectina Aplicacao Referéncia
Baixa metoxilacao Maca minimamente processadi Moreira et al. (2017)
Alta metoxilagéo Mirtilo Mannozzi et al. (2017)
Alta metoxilagéo Caqui Sanchis et al. (2017)
N&o especificado Sapota Menezes; Athmaselvi (2016)
) o Mamao papaia minimamente ]
Baixa metoxilacido Canizares; Mauro (2015)
processado
Alta metoxilagéo Caqui Sanchis et al. (2016)
Sem especifiagdo RaspberriesRubusidaeus L.) Guerreiro et al. (2015b)
Baixa metoxilacao Maca minimamente processadi Moreira et al. (2015)
) L Mamao papaia minimamente )
Baixa metoxilacdo Garcia et al. (2014)
processado
Baixa metoxilacao Meldo minimamente processad Ferrari et al. (2013)
N&ao especificado Pimentbes Ochoa-Reyes et al. (2013)
L Mamao papaia minimamente )
Alta metoxilagéo Brasil et al. (2012)
processado

Moalemiyan; Ramaswamy;

Alta metoxilagdo Manga inteira
Maftoonazad (2012)

4. Probibticos

A tendéncia de consumo com relacdo a escolha dos alimentos estdo mudando
devido a crescente consciéncia da relacdo existente entre dieta e saude.
Consequentemente, a ingestao de alimentos funcionais tem aumentado significativamente
ao longo dos ultimos anos. Sao considerados alimentos funcionais aqueles que, além de
fornecerem a nutricdo basica, promovem beneficios a saide por meio de mecanismos nédo
previstos pela nutricdo convencional, devendo ser salientado que esse efeito restringe-se
a promocdo da saude e ndo a cura de doencas (SCHIEBER, 2012). As principais

substancias que conferem "funcionalidade" para os alimentoassa@minas,
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flavonodides, fibras, ©6mega-3, carotenoides, minerais e bactérias probibticas
(KESERVANI et al., 2010).

Segundo Goldin (1998), a palaym@bidtico foi introduzida por Lilley e Stillwell,
em 1965, para descrever micro-organismos que desempenham atividades benéficas.
Posteriormente, os probioticos foram definidos como ingredientes alimentares contendo
micro-organismos vivos que quando ingeridos em quantidade adequada apresentam
efeito benéfico sobre a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2002).

O interesse crescente dos consumidores por alimentos probidticos se deve a
extensa divulgacdo de estudos que apontam que o consumo regular destes micro-
organismos tem efeito benéfico sobre a saide humana. Dentre os beneficios do consumo
de culturas probiéticas destacam-se controle de infec¢Bes gastrointestinais, reducédo da
intolerancia a lactose, reducdo dos niveis de colesterol, controle da presséo arterial,
propriedades antimutagénicas, anticarcinogénicas e anti-diarréicas, reducdo de doenca
inflamatoria intestinal, supressao da infeccdo pleticobacter pylori (TAVERA-

QUIROZ et al., 2015), melhoria das respostas imunoldgicas por meio da ativacdo dos
macrofagos e aumento dos niveis de citocinas e de imunoglobulinas (DENIPOTE;
TRINDADE; BURINI, 2010; COSTA; VARAVALLO, 2011).

Dentre as bactérias probitticas destacam-se as estirpes pertencentes ao grupo de
bactérias laticas, tais conh@actobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus acidophilus e Sreptococcus lactis. No entanto, estirpes de
Bifidobacterium também séo consideradas probioticas (PRADO et al., 2008), sendo as
bactérias dos génerbactobacillus e Bifidobacterium frequentemente empregadas como
suplementos probidticos para alimentos.

A eficicia da adicdde bactérias probiéticemmalimentos depende da quantidade
de células do in6culo e de sua viabilidade que deve ser mantida durante a vida de
prateleira do produto. Para que seja observado o efeito besd@fifaomanos, a contagem
de bactérias probiéticas viaveis deve variar de 6,0 a 9,0 UF€omig* (LOPEZ DE
LACEY et al., 2012).

Um micro-organismo probiético deve sobreviver no alimento e também resistir
aos acidos, sais biliares e enzimas ao longo do trato digestivo, sendo capazes de agregar-
secomo parte da microbiota natural e apresentar efeitos benéficos apoaadesstino
do hospedeiro (MITSUOKA, 2014). A maioria dos estudos mostra que o melhoréefeito

alcancado quando os micro-organismos colonizam o epitélio intestinal, uma vez que
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podem afetar o sistema imunoldgico, deslocar os agentes patogénicos entéricos e fornecer
substancias antimutagénicas e anti-oxidantes para o organismo (PARK; MIN; GEUN,
2007).

Bactérias probidticas ndo apenas promovem beneficios a saude quando
consumidas, mas também podem desempenhar um papel protetor durante o
armazenamento contra os agentes deterioradores e patogénicos do alimento, por meio da
competicdo por nutrientes (vitaminas, minerais, oligoelementos e peptideos) e da
producdo de acidos organicos, bacteriocinas (peptideos antimicrobianos) e compostos
volateis, ndo volateis e aromaticos (PENNA; TODOROV, 2016). A presenca de culturas
com propriedades inibidoras podem estender a vida de prateleira e a seguranca dos
produtos reduzindo, assim, a necessidade da utilizacdo de niveis elevados de aditivos
quimicos.

A principal matriz carreadora de probidticos é a matriz lactea (VICENTINI;
LIBERATORE; MASTROCOLA, 2016). Entretanto, a demanda por produtos
probidticos ndo lacteos vem aumentando (RIVERA-ESPINOZA; GALLARDO-
NAVARRO, 2010; MARTINS et al., 2013; MARTINS et al., 2015) devido ao
vegetarianismo, elevado conteldo de colesterol presente nos derivados lacteos,
intolerancia dactose e outros fatores relacionados com o consumo de produtos derivados
de leite (BETORET et al.,, 2012). Com isso, os probiéticos foram incorporados em
bebidas e suplementos sob a forma de comprimidos, capsulas e preparacdes liofilizadas
e tem-se observado o desenvolvimento de produtos probidticos a partir de matrizes
diversas, incluindo as frutas e produtos horticolas (MARTINS et al., 2013), uma vez que
estes apresentam a vantagem de serem ricos em sais minerais, vitaminas, fibras e
antioxidantes (fitoquimicos) e nédo possuirem substancias alergénicas que possam impedir
0 uso por determinados segmentos da populacdo (MARTINS et al., 2013; MARTINS et
al., 2015).

4.1. GénerolLactobacillus

O génerd_actobacillus compreende um grupo taxonémico heterogéneo e grande
de micro-organismos que pertencem as bactérias &cido laticas, com 201 espécies
atualmente conhecidas (BULL et al., 2014). Séao colonizadores naturais do trato
gastrointestinal humano e um género subdominante do colon, portanto, geralmente sao

considerados seguros (REN et al., 2013).
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Os Lactobacillus sédo gram-positivos, do tipo bastonetes, retos ou curvos,
ocorrendo isolados ou em cadeia, catalase negativos, anaerébios ou aerotolerantes, ndo
esporulados, fastidiosos, mesofilicos (condi¢des 6timas panauitijicacéo sao de 35-

40 °C) e produzem acido latico como principal produto da fermentacéo de carboidratos
(GOLDSTEIN; TYRRELL; CITRON, 2015), motivo pelo qual sobrevivem em
ambientes mais acidos. Algumas cepasatitobacillus também possuem a capacidade

de aderir a receptores especificos na membrana intestinal, o que evita sua eliminacao
pelos movimentos peristalticos e possibilita a competicdo com outros micro-organismos
por sitios de ligacao bloqueando a adesao de agentes patogénicos (REN et al., 2013).

Os lactobacilos podem ser encontrados em uma variedade de habitats desde que
estes sejam ricos em nutrientes tais como, animais vertebrados e invertebrados, humanos
(membranas das mucosas, cavidade oral, intestinal e vaginal), plantas e material, organico
alimentos (cereais e outros vegetais, bebidas fermentadas, queijos e outros produtos
lacteos, carnes e derivados) e habitats artificiais, como esgotos (DUAR et al., 2017).

No organismo humano foram isolados diversos lactobacilos sendo na mucosa do
estdbmago encontrada antri, L. gastricus, L. kalixensis, L. reuteri e L. ultunensis, L.
plantarum, L. salivarius, L. fermentum e L. gasseri, no trato gastrointestinal existe uma
grande variedade incluindo fermentum, L. casei e L. rhamnosus, L. acidophilus, L.
johnsonii, L. reuteri, L. plantarum (MOAL; SERVIN, 2014) e no sistema geniturinario
feminino L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii, L. vaginalis e L. iners (JESPERS et al.,

2012).

Algumas estirpes pertencentes ao géracobacillus sdo empregadas como
probidticos por apresentarem alguns beneficios a salde do hospedeiro quando
administradas nas condicbes adequadas e por serem consideradas seguras (GRAS
“generally recorgnizedssafe”) pelaFood and Drug Administration (FDA), devido a sua
longa histéria de uso seguro e sua presenc¢a na microbiota intestinal de seres humanos
(PISANO et al., 2014). Segundo Tripathi; Giri (2014), as estirpéscebacillus mais
utilizadasem aplicagdes comerciais probioticas $a@cidophilus, L. casel,

L. plantarum, L. reuteri, L. rhamnosus, L. paracasei, L. delbrueckii, L. johnsonni.

411 Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus acidophilus faz partedamicrobiota humana natural sendo isolado

partir do sistema oral, disgetivo e vaginal e, é uma estirpe comumente recomendada para
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uso dietético sendo amplamente reconhecida por ter efeitos probiéticos (BULL et al.,
2013).

Este micro-organismo € homofermentador obrigatorio e € capaz de utilizar uma
variedade de fontes de carbono para o seu crescimento o que provavelmente contribui
para a sua competitividade no trato gastrointestinal humano (BULL et al., 2013).
Apresenta-se na forma de bacilos curtos com pontas arredondadas ocorrendo isolados ou
em cadeia, gram-positivo, mesofilico (crescimento ideal entre 37 e 42 °C), tolerante a
meios &cidos (maior taxa de crescimento em pH 5,5-6,0) (GOMES; MALCATA, 1999;
BULL et al., 2013), intolerante ao sal (GOMES; MALCATA, 1999) e, microaerofilico
sendo um dos lactobacilos menos resistentes ao oxigénio (BULL et al., 2013).

Para o seu cultivo em laboratério € necessario a utilizacdo de meios ricos em
nutrientes, como o 4gar Man, Rogosa e Sharpe (MRS), devido a sua incapacidade de
sintetizar algumas vitaminas e ser auxotroéfico por 14 aminoécidos (BULL et al., 2013) e
0 emprego de um ambiente em anaerobiose ou com baixas tens@es de oxigénio devido a
sua caracteristica microarofilica (GOMES; MALCATA, 1999). Quaatseu aspecto as
colbnias dd.. acidophilus apresentam pelo menos dois morfotipos, sendo eles colonias
lisas e rugosas, quando cultivadas em agar MRS sob condi¢cdes normais (BULL et al.,
2013). A proporcao de crescimento de colonias lisas e rugosas € influenciada pela
exposicao das células a antibiéticos, como Penicillin G (KHALEGHI et al., 2011), e a
sais biliares (KHALEGHI et al., 2010) que causam uma mudanca dose-dependente para
o morfotipo liso.

L. acidophilus possui como caracteristicas probioticas a capacidade de sobreviver
ao trato gastrointestinal devido a tolerancia aos sais biliares e a acidos, habilidade de
aderirascélulas epiteliais do intestino, metabolizagc&o da lactose, producdo de compostos
antimicrobianos como acidos organicos (BULL et al., 2013), peroxido de hidrogénio e
bacteriocinas (lactacinas) (KARSKA-WYSOCKI; BAZO; SMORAGIEWICZ, 2010).

412 Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum € uma espécie heterogénea e altamente versatil
comumente encontrada em muitos nichos ecolégicos, como produtos lacteos, carneos e
vegetais, bem como no trato gastrointestinal de humanos e animais (KAUSHIK et al.,
2009; SIEZEN; VAN HYLCKAMA VLIEG, 2011). Essa espécie bacteriana tem uma
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longa histéria de ocorréncia natural e uso seguro para a preparacéo de alimentos,
incluindo alimentos fermentados (VRIES et al., 2006).

Lactobacillus plantarum é heterofermentativo facultativo (SIEZEN; VAN
HYLCKAMA VLIEG, 2011; ZHANG et al., 2016) com a capacidade de fermentar
carboidratos de hexose formando é&cido latico e carboidratos de pentoses produzindo
acido latico e acido acético (SABO et al., 2014; VENTIMIGLIA et al., 2015), anaerébio
facultativo, gram-positivo, catalase negativa e nao esporulado (DASH et al., 2014).

O potencial para oferecer beneficios para a salude do hospedeiro difere
consideravelmente entre as varias estirpe&.ds#antarum (KAUSHIK et al., 2009).
Comumente as estirpes possuem como caracteristicas probioticas alta tolerancia a acidos
e sais biliares, o que acarretahabilidade comprovada para sobrevi@esuco gastrico
e para transitar e colonizar o trato gastrointestinal de humanos (¥RAES2006; SABO
et al., 2014), melhora a funcdo de barreira intestinal e os sintomas da sindrome do
intestino irritavel (SABO et al., 2014), producao de bacteriocinas (exemplo Plantaricina)
e acidos organicos (ZACHAROF; LOVITT, 2012; SABO et al., 2014), producéo de
exopolissacarideo (WANG et al, 2015) e apresenta atividade lipolitica devido a
capacidade de produzir a enzima esterase (ESTEBAN-TORRES et al., 2015).

413 Lactobacillus paracasei

As estirpes da espédie paracasel foram isoladas de diversos nichos ecolégicos
tais como leite cru, plantas, produtos fermentados (leite, queijo e vegetais) e tratos
intestinais e sistemas reprodutivos de humanos e animais (BALZARETTI, 2015).
Geralmente séo considerados seguros para o consumo devido a sua longa histéria de uso
seguro e presenca na microbiota fecal (MOROVIC et al.,, 2017), sendo amplamente
utilizado na industria de alimentos como culturas iniciais para produtos lacteos e também
como bactérias com caracteristicas probioticas (SMOKVINA et al., 2013).

E um micro-organismo homofermentador, gram-positivo, ndo esporulado,
(MOROVIC etal., 2017) que possui como caracteristicas probidticas aderéncia a mucosa
intestinal, sensibilidade aos antibidticos e resisténcia aos sucos gastrointestinais, sais
biliares, NaCl e baixo pH (BERMUDEZ-BRITO et al., 2015).
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APENDICE

1. Delineamento experimental

No estudo da adicdo de micro-organismos probidticos em revestimento
comestivel & base de pectina de baixa metoxilacdo e sua aplicacdo em vegetais
minimamente processados o delineamento experimental foi dividido em duas etapas.

O primeiro experimento consistiu do preparo dos revestimentos comestiveis e sua
avaliacdo. Foi usado o delineamento inteiramente casualizado em parcelas subdivididas,
onde nas parcelas foram avaliados os micro-organismos probitieoglophilus LA3,

L. plantarum (CH6072 e L2860)... paracasel BGP1,L. acidophilusLA3 emcombinacéo

com L. plantarum (CH6072 e L2860), L. acidophilus LA3 em combinagdo com

L. paracasei BGP1 eL. plantarum (CH6072 e L2860) em combinacéo canparacasel

BGP1) e nas subparcelas o tempo de armazenamento (0, 3, 6, 9, 12 dias apds o
processamento) (Figura 1).

Os revestimentos comestiveis foram armazenados em frascos de vidro
hermeticamente fechados e armazenadosstufa incubadora tipo BOD a 4 °C. Durante
o periodo de armazenamento foram realizadasalises fisicas (viscosidade, cor, indice
de brancura e turbidez), quimicas (pH) e microbioldgicas (viabilidade das culturas
probidticas, resisténcia gastrointestimalitro simulada e atividade antimicrobiana). A
partir dos resultados obtidos nesta fase do experimento selecionou para a segunda etapa
0S revestimentos comestiveis que apos a simulacdo do trato gastrointestitral
apresentaram contagem total de células viaveis acima de 6,0 LogyUEC

O segundo experimento consistiu da aplicacdo dos revestimentos comestiveis
controle e contendo micro-organismos probiétitcoplantarum (CH6072 e L2860),

L. paracasei BGPle a combinacéo de plantarum (CH6072 e L2860) ¢. paracasei

BGP1) em cenoura e goiaba minimamente processadas. Esse experimento foi montado
no delineamento inteiramente casualizado disposto em esquema de parcela subdividida,
estando na parcelas a cenoura e a goiaba minimamente processada revestidas e na sul
parcelas os tempos de armazenamento (0, 3, 6, 9 e 12 dias apds 0 processamento pare
cenourae 0, 2, 4, 6, 8 e 10 dias apds o processamento para goiaba) (Figura 2).

Os vegetais minimamente processados revestidos foram acondicionados em
bandejas de polietileno e ambos foram armazenados em estufa incubadora tipo BOD a

4 °C. Durante o periodo de armazenamento foram realizadasalises fisicas
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(microscopia eletrénica de varredura, perda de massa, firmeza e cor), quimicas (pH,

acidez total titulavel e teor de solidos sollveis totais) e microbiologicas (fungos

filamentosos e leveduras, bactérias psicrotréabmonella sp., viabilidade das culturas

probidticas, resisténcia gastrointestimalvitro simulada das bactérias probidticas e

atividade antimicrobiana dos revestimentos comestiveis contendo bactérias probioticas
frente alListeriainnocua ATCC33090 eEscherichia coli ATCC11229).

Todo o experimento foi realizadgontrés repeticoesasanalises microbioldgicas,

fisicas e quimicas em duplicata.

Revestimento Comesti\

v

Y

Y

Y

Y Y

Y

.

Controle

L.
acidophilus

L.
plantarum paracasel + L. plantarum

L. L. acidophilus

L. acidophilus
+ L. paracasel

L. plantarum+
L. paracasei

.

microbiolGgicas

Embalagem e armazenamento a 4 °C por 12 dias para realizagdo das andlises fisicas,

Figura 1- Esquema da primeira etapa do experimento para avaliar os revestimentos
comestiveis produzidos.

Cenoura e goiaba minimamente process

'

Aplicacéo dos revestimentos comesti

definidos no experimento 1

v

Embalagem e armazenamento a 4 °C por 12 dias para cenoura e 10 dias pe
para realizacdo das analises fisico-quimicas e microbioldgicas

Figura 2- Esquema do experimento para avaliatacao dos revestimentos comestiveis
produzidos em vegetais minimamente processados (22 etapa).

2. Anélise Estatistica

Para anéalise dos resultados foi utilizado o Delineamento Inteiramente Casualizado

emparcelas subdivididas, onde na parcela foram avaliados os tratameasodbparcela

0 tempo de armazenamento.
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Os dados obtidos na primeira etapa do experimeto foram interpretados por anélise
de variancia (ANOVA) utilizando teste F. Quando os resultados apresentaram diferenca
significativa pelo teste F entre as amostras foi utilizado teste de Tukey para comparacao
de médias (viabilidade das culturas probidticas, resisténcia gastrointéstiviélo
simulada, pH, viscosidade, cor, indice de brancura e turbidez) e quando o tempo
apresentou influéncia sobre os tratamentos foi aplicado a analise de regressao (contagem
total de células viaveis, pH, viscosidade), ambos ao nivel de 5 % de probabilidade.

Para analise dos dados obtidos na segunda parte do experimento foi utilizado
ANOVA. Na interpretagcdo dos resultados de cenoura minimamente processada foi
aplicado para comparacdo de médias entre os tratamentos o teste de Tukey para as
analises de fungos filamentosos e leveduras, psicrotoficos, viabilidade das bactérias
probidticas, atividade antimicrobiana, cor e indices de qualidade da cor e o teste T para
as analises de fungos filamentosos e leveduras, psicrotréficos, acidez total titulavel, pH,
solidos soluveis totais e, para avaliar a influéncia do tempo de armazenamento foi
utilizado o teste de regressédo (fungos filamentos e leveduras, psicrotroficos, contagem
total de células probioticas viaveis, contagem total de células viaveis resistentes ao trato
gastrointestinal simulado, perda de massa e indice de brancura).

Ja para interpretacdo dos resultados de goiaba minimamente processada foi
realizada a ANOVA e aplicado para comparacédo de médias entre os tratamentos o teste
de Tukey para as analises de viabilidade das bactérias psicrotroficas, atividade
antimicrobiana, fungos filamentosos e leveduras, psicrotofithsagidez total titulavel,
sélidos soluveis totais, perda de massa, firmeza, cor e indices de qualidade da cor e, para
avaliar a influéncia do tempo de armazenamento sobre os tratamentos foi utilizado o teste
de regressao para as analises de contagem total de células probidticas viaveis, contagem
total de células viaveis resistentes ao trato gastrointestinatro simulado, fungos
filamentosos e leveduras, bactérias psicrotoficas, acidez total titulavel, teor de solidos
sollveis, perda de massa, firmeza, luminosidade.

Para a execucado da analise estatistica foi utilizado o programa Statistical Analysis

Systems (SAS), verséo 9.2, licenciado pela Universidade Federal de Vigosa.
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CAPITULO 1

Digestéo gastrointestinal simuladan vitro de revestimentos comestiveis a base de
pectina contendo micro-organismos probidticos e avaliagdo da sua atividade frente
a Escherichia coli e Listeriainnocua

RESUMO

Foram elaborados revestimentos comestiveis a base de pectina de baixa metoxilacédo
contendoLactobacillus acidophilus LA3, L. plantarum (CH6072 e L286)L. paracasei

BGP1,L. acidophilus LA3 e L. plantarum (CH6072 e L286)l.. acidophilus LA3 e

L. paracasel BGP1 elL. plantarum (CH6072 e L286) d.. paracasei BGP1. Estes
revestimentos e o revestimento controle (sem adicdo de probi6tico) foram armazenados
a 4 °C e avaliados quanto a viabilidade das culturas probiéticas, a sobrevivéncia ao trato
gastrointestinal simuladen vitro, atividade antimicrobiana frentkisteria innocua
ATCC33090 escherichia coli ATCC11229%e ascaracteristicas fisicas (viscosidade, cor,
indice de brancura e turbidez) e quimica (pH) durante 12 dias. As bactérias probi6ticas
de RLP, RLPA, RLALP e RLPLPA permaneceram viaveis nos revestimentos com
contagens acima de 8,0 Log UFC frdurante o armazenamento. Todos os tratamentos
apresentaram reducdes da contagem de probioticos e apenas 0s revestimentos comestiveis
RLP, RLALP e RLPLPA apresentaram contagem de células viaveis acima de
6,0 Log UFC mttapés simulacdo das condi¢Bes gastrointestinaisro. Constatou-se
atividade antimicrobiana frenteLainnocua ATCC33090 €eE. coli ATCC11229 para 0s
tratamentoRLP, RLALPA e RLPLPA durante os 12 dias de armazenamento. pH, cor,
indice de brancura e turbidez foram significativamente alterados (p<0,05) pela
incorporacdo dos micro-organismos, no entanto, a adicdo de culturas probidticas nao
influenciou (p>0,05) a viscosidade dos revestimentos comestiveis avaliados. Portanto, o
revestimento comestivel a base de pectina de baixa metoxilagdo apresenta grande

potencial para incorporacdo de culturas probioticas em vegetais.

Palavras-Chave:lactobacilos, resisténcia gastrointestinal, filme comestivel, pectina de

baixa metoxilacao.
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1. INTRODUCAO

O conhecimento dos consumidores sobre o impacto que os alimentos podem
ocasionar na saude contribuiu para uma elevada demanda por produtos alimenticios
contendo ingredientes funcionalmente ativos (TRIPATHI; GIRI, 2014; KANMANI,

LIM, 2013). Sdo considerados alimentos funcionais aqueles consumidos como parte da
dieta usual e que podem trazer beneficios fisioldgicos especificos e/ou previnirem o risco
de doencas crbnicas (SCHIEBER, 2012).

Entre os ingredientes funcionais que vem chamando atencdo dos pesquisadores
estdo 0s micro-organismos probidticos que, quando ingeridos em quantidades adequadas
conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2002). Os beneficios dos
probidticos sdo dependentes da dose diaria ingerida, que varia-d@,6,0og UFC ¢
ou mL'e da ingestdo diaria regular (LOPEZ DE LACEY et al., 2012). A maioria das
bactérias probidticas sdo pertencentes ao grupo das bactérias laticas e sua funcionalidade
€ dependente de cada estirpe (KANMANI; LIM, 2013).

Pesquisadores estdo desenvolvendo novas maneiras de adicionar aos alimentos
culturas probidttascom beneficios potenciais a saude (KANMANI; LIM, 2013). Assim,
revestimentos comestiveis vém sendo introduzidos como bons transportadores para a
incorporacdo de varios compostos ativos em alimentos tais como, vitaminas,
antioxidantes, probiéticos e antimicrobianos (SOUKOULIS et al., 2014). Os
revestimentos comestiveis sdo finas camadas de materiais biopoliméricos comestiveis
aplicados a superficie dos alimentos, como frutas e hortalicas minimamente processadas,
e que proporcionam barreira contra a nggrala umidade, oxigénio, diéxido de carbono,
aromas e outros solutos (MISIR; BRISHTI; HOQUE, 2014). Muitos tipos de materiais
poliméricos, tais como polissacarideos, proteinas e lipideos e ou a mistura deles tém sido
utilizados no desenvolvimento de revestimentos comestiveis.

A pectina é um polissacarideo, branco, amorfo e coloidal de alto peso molecular
encontrada em frutas citricas que apresenta propriedade espessante, emulsionante e
capacidade de solidificar formando gel (VALDES et al., 2015). Sua estrutura consiste de
moléailas de a-(1—4)-D-&cido galacturénico ligadas a um nimero pequeno de residuos
de ramnose na cadeia principal e arabinose, galactose e xilose nas cadeias laterais
(KOHLI; GUPTA, 2015). O principal tipo de pectina utilizada na formulacdo de
revestimento comestivel € a de baixo grau de metoxilacdo devido a sua capacidade de
formar géis firmes a pH baixo e na presenca de cations de calcio e sem a necessidade da
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adicdo de agucar, promovendo maior firmeza e integridade estrutural além de reduzir a
permeabilidade ao vapor de agua (VALDES et al., 2015).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi elaborar revestimentos comestiveis a
base de pectina de baixa metoxilacdo adicionados de bactérias probidticas e avaliar a
viabilidade destes micro-organismos no revestimento produzido apés simulagéo do trato
gastrointestinalin vitro e sua atividade antimicrobiana frenteLesteria innocua e

Escherichia coli.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Preparo das culturas probi6ticas

Estirpes probioticas liofilizadas comerciais ldactobacillus acidophilus LA3 e
Lactobacillus paracasei BGP1 foram adquiridas da SACCO Brasil (Campinas, Brasil) e
Lactobacillus plantarum (CH 6072 e L286) da Christian Hansen (Valinhos, Brasil).

As estirpes foram pré-ativadas, segundo Beristain-Bauza et al. (2046) co
modifica¢ges, inoculando-se separadamente uma al¢cada de cada cultura em 50 mL de
caldo Man Rogosa SharpeMRS (Acumedia, Brasil) sendo posteriormente incubadas a
37 °C por 16 horas. Em seguida, as culturas pré-ativadas individualmente foram
transferidas assepticamente para 350 mL de caldo MRS e mantidas a 37 °C por 24 horas
(L. paracasei BGP1 eL. plantarum (CH 6072 e L286)) e 48 horals. @cidophilus LA3).
Posteriormente, o meio de cultura foi centrifugado a 7000 g por 10 minufusiet de
células foi ressuspendido em agua destilada estéril, obtendo uma concentracdo de
10,0 Log UFOML™! de bactéria probidtica (determinada previamente) para inoculacio

revestimento comestivel.

2.2.Preparo do revestimento comestivel adicionado de bactérias probicis
Dispersfes de pectina de baixa metoxilacdo LM-102 AS (CPKelco, Brasil) foram
preparadas por dissolucdo de 3 % (w/v) de pectina em agua destilada a 70 °C. O
revestimento comestivel foi obtido por mistura da dispersdo de pectina, a temperatura
ambiente, com 3 % (v/v) de Tween 40 (Sigma Aldrich, EUA) e 2 % (v/v) de glicerol
(Vetec, Brasil) em agitador magnético (AGI 103, Nova Etica, Brasil), até completa
dissolucdo. Em seguida, os revestimentos foram autoclavados a 121 °C durante

15 minutos e resfriados a temperatura ambiente. A cada 100 mL de revestimento foram
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adicionados, diretamente, 1 mL de suspensao de células probidticas de modo a se obter
8,0 Log UFC mt! no revestimento.

Foram obtidos os revetimentos comestiveis de pectina do tratamento controle e
contendo micro-organismos probidticos (Tabela 1). Amostra controle foi preparada de
acordo com o procedimento acima mencionado adicionando 0 mesmo volume de agua
destilada estéril sem a incorporacéo de célula probidtica. Para a obtengdo das faistur
adicionado uma concentragéo de 4,0 Log UFC' o cada cultura probiotica.

Os revestimentos comestiveis de pectina do tratamento controle e adicionado de
bactérias probitticas foram armazenados a 4 °C em frascos de vidro hermeticamente

fechados e analisados logo apés o processamento e nos tempos 3, 6, 9 e 12 dias.

Tabela 1 - Revestimentos de pectina incorporados com micro-organismos probioticos

Tratamentos Micro-organismos
RC Controle - Sem probid6tico
RLA Lactobacillus acidophilus
RLP Lactobacillus plantarum
RLPA Lactobacillus paracasei
RLALP Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus plantarum

RLALPA Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus paracasei
RLPLPA Lactobacillus plantarum e Lactobacillus paracasel

2.3. Caracterizacdo dos revestimentos comestiveis

231 Viabilidade das culturas probioticas

A contagem padrdao em placas das estirpes incorporadas nos revestimentos
comestiveis foi determinada atraves da diluicdo daell@e cada revestimengmn 90 mL
de solucéo salina peptonada (0,85 % NaCl e 0,1 % peptona). Foram realizadas diluicdes
seriadas e 1 mL de cada diluicdo foi plaqueada pelo m@mdeplate em agar Man
Rogosa Sharpe - MRS (Kasvi, Brasil). Apés a solidificagdo adicionou-se uma
sobrecamada de agar MRS, e em seguida, as placas foram incubadas em jarras de
anaerobiose a 37 °C durante 72 h (RICHER; VEDAMUTHU, 2001). Apos o periodo de
incubacéo foi realizada a contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC) para

determinar a populagéo de bactéria probidtica no revestimento.

34



232. Resisténcia gastrointestinal simuladan vitro

A resisténcia as condicbes gastrointestinais simul@dagtro foi avaliada
segundo Liserre et al. (2007) e Buriti, Castro e Saad (2010) com modificacbes. Dez
mililitros de cada revestimento foram diluidos em 90 mLalecdio de cloreto de sédio
(NaCl) 0,5 %e,emseguida, simulogeascondicdes gastrointestinais. Retireet0 mL
da diluicdo anterior e adicionou-se 3,0 4de pepsina (pepsina da mucosa do estdmago
de suino, Sigma-Aldrich) e Org L de lipase (amino lipase &enicillium camemberti,
Sigma-Aldrich), e ajustou-se o pH para 2,3 - 2,6 com HCI 1N e incubou-se a 37 °C sob
agitacdo de 150 rpm em banho-maria (Gyratory Water Bath Shaker G76D, New
Brunswich Scientific CO, Inc. N. J., USA) durante 2 horas (fase gastrica). Na etapa
seguinte, ajustoseo pH para 5,4 - 5,7, com solucdo de fostwsddio pH 12 contendo
bile (bile bovina, Sigma-Aldrich) e pancreatina (pancreatina de pancreas de suino, Sigma-
Aldrich) na proporcdde5,0 g L' e 1,6 g L, respectivamente. Reincubeaasamostras
a 37 °C por 2 horas sob agitacdo de 150 rpm (fase entérica 1). Em seguida, ajustou-se o
pH para 6,8 - 7,2 utilizando solucédo de fosfato de sodio pH 12 contendo pancreatina
(0,79 g Y e bile (7,95 g I%). Reincubou-se novamente as amostras a 37 °C por 2 horas
sob agitacdo de 150 rpm (fase entérica 2), totalizando 6 h de ensaio.

Ao término de cada fase do ensaio, aliquotas de 1 mL foram retiradas e submetidas
as diluicbes seriadas com solucéo salina peptonada e plaqueadas pelgougtpkive
em agar MRS. As placas foram incubadas em jarras de anaerobiose a 37 °C por 72 horas
e posteriormente realizaea contagem das colénias (RICHER; VEDAMUTHU, 2001).

233 Determinacdo da atividade antimicrobiana dos revestimentos
comestiveis frente d_isteria innocua e Escherichia coli

A atividade antimicrobiana dos revestimentos comestiveis frehterénocua
ATCC33090 €E. coli ATCC11229 foi determinada de acordo com Acevedo-Fani et al.
(2015) com modificacdes. As estirpes alvo foram inoculadas e repicadas por 2 vezes
consecutivas em caldo Infusédo de Cérebro e Coracéo (BHI) a 37 °C durante 24 h, de
maneira que a densidade celular final fosse 8,0 Log UFC! (pkeviamente
determinada). Posteriormente, aproximadamente 15 mL de Agar Padr&do para Contagem
(PCA) foi vertido em placas de Petri e, apds a sua solidificacdo, aliquotas de 0,1 mL de
L. innocua e E. coli foram espalhadas, separadamente, sobre a superficie desse meio de

cultura. Dois discos de papel (0,5 cm de diametro) incorporados, separadamente, nos
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diferentes revestimentos comestiveis por 5 segundos foram colocados sobre a superficie
da culturaAs placas foram incubadas durante 24 h a 35 °Clpanaocuae 48 h a 37 °C
parakE. coli. Os resultados foram avaliados por meio da formacéo de zonas de inibi¢do

que foram medidas com auxilio de paquimetro (530-104BR, Mitutoyo, Jap&o).

234. Viscosidade
A viscosidade foi determinada em viscosimetro capilar de Cannon-Fenske (CT-52,
SCHOTT, Alemanha) de acordo com o manual de instru¢cdes do equipamento. Os
revestimentos (10 mL) foram mantidos no capilan(20de diametro) acopladgmbanho
por 10 minutos antes das leituras, com o objetivo das amostras permanecerem a
temperatura de 25 °C. Utilizou-se crondmetro (RS-008, Unilab, Brasil) com a finalidade
de determinar o tempo de escoamento. As equacdes 1 e 2 foram usadas para determinar
a viscosidade:
U=kt (1)
Substituindo em:
n =U.d (2)
Em que:
t: tempo de escoamento (segundos)
k: constante (adimensional)
n: viscosidade (mPa.s)
d: densidade (g c®)

235. pH
A determinacdo do pH dos revestimentos comestiveis foi realizada utilizando
medidor de pH digital (mPA-210, Tecnopon, Brasil), através da imersédo do eletrodo

diretamente nas amostras (ELLIS, 2016).

236. Cor e indice de brancura
A cor dos revestimentos foi determinada em colorimetro Color Quest H (Hunter
lab, Reston, USAemque um cristal de face plana contendo revestimento comestivel foi
colocado na parte superior do colorimetro. Foram realizadas leituras na escala CIELAB,

coordenadas L*, a* e b*. Os valores dessas coordenadas foram utilizados para calcular o
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indice de brancura durante o periodo de armazenamento de acordo com a equacao 3
(VARGAS et al., 2008):

IB =100 — V(100 — L*)2 + (a*2 + b*2) (3)

Em que:

IB: indice de brancura;
L*: Luminosidade;

a*: coordenada a;

b*: coordenada b.

23.7. Turbidez

A turbidez dos revestimentos foi medida por absorvancia a 600 nm em
espectrofotdmetrbV-visivel (UV-1800, Shimadzugéo) (CHEN; ZHONG, 2015). As
medicbes da turbidez foram feitas imediatamente apds as amostras serem vigorosamente

agitadas para deixa-las homogéneas.

2.4. Analise estatistica
Foi utilizado Delineamento Inteiramente Casualizado em parcelas subdivididas,
onde na parcela foram avaliados os tratamentos e na subparcela o tempo de
armazenamento. Os dados obtidos foram interpretados por andlise de variancia
(ANOVA) utilizando teste F, teste de Tukey para comparacdo de médias e analise de
regressao ao nivel de 5 % de probabilidade. Para isso foi utilizado o programa Statistical

Analysis Systems (SAS), versao 9.2, licenciado pela Universidade Federal de Vigosa.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Viabilidade e resisténcia gastrointestinal simuladan vitro dos micro-
organismos probibticos nos revestimentos comestiveis a base de pectina
Embora ndo exista um consenso de informacfes sobre as contagens minimas de
bactérias probidticas para que seus beneficios sejam obtidos pelos consumidores, é
comumente exigido que alimentos probiéticos contenham no minimo 6,0 LogtfC g
mL?* de células viaveis e cerca de 8,0-9,0 Log UFC alcancem o intestino grosso
(KECHAGIA et al., 2013; MARTINS et al.,, 2013; MARTINS et al.,, 201G%

revestimentos comestiveis desenvolvidos apresentaviabilidade acima de

37



6,0 Log UFCmL ! durante o periodde armazenamento contendo, portanto, a quantidade
minima de células viaveis recomendada (Figura 1). Todos os revestimentos avaliados
oferecem ao consumidor quantidade suficiente de bactérias probidticas para promover
beneficios ao organismo hospedeiro desde que seja consumido diariamente e na dose
correta.

Os revestimentos comestiveis RLP, RLPA, RLALP e RLPLPA apresentaram,
durante o periodo de armazenamento, contagem padrdo em placas de células viaveis
acima de 8,0 Log UFC mi(Figura 1), 2 ciclos Log a mais que a concefitmaminima
recomendada, o que reduz a quantidade do produto fieaeeser ingerida diariamente
para se obter os beifgbs dos prolditicos. Também foi constatado que o revestimento
RLP apresentou a maior concentracao de células probibticas vidveis sendo superior aos
revestimentos RLPA, RLALP, RLALPA e RLPLPA em aproximadamente um 1 ciclo
Log e ao revestimento RLA em, aproximadamente, 3 ciclos Log (Figura 1). Ja o
tratamento RLA apresentou a menor contagem de células viaveis com reducao
significativa (p<0,05) ao longo do armazenamento, chegando a contagem de
5,06 Log UFC mttapds 12 dias de vida de prateleira do revestimento (Figura 1).

Em relacdo aos revestimentos contendo culturas mistas de micro-organismos
(RLALP e RLPLPA), constatou-se que aqueles que contirthghantarum (CH6072 e
L286) apresentaram, aproximadamente, 1 ciclo Log a mais de células viaveis do que o
revestimento RLALPA (Figura 1).

Diante dos resultados obtidos, constatou-se maior viabilidade e melhor
adaptabilidade dk. plantarum (CH6072 e L286) no revestimento comestivel a base de
pectina desenvolvido. Alguns pesquisadores ja demonstrarar. gui@ntarum é um
micro-organismo adequado para a adicdo em produtos de origem vegetal (DI CAGNO et
al., 2013; WOUTER®tal., 2013; PALOMINGCetal., 2015; SIROLEktal., 2015), devido
a este nicho ecoldgico ser deabitat natural (SIEZEN; VAN HYLCKAMA VLIEG,

2011) e por sua capacidade de utilizar variados tipos de carboidratos €6ABQ014;
VENTIMIGLIA et al., 2015).
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Viabilidade (Log UFC mL-1)
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Tratamentos

Figura 1- Viabilidade de bactérias probidticas durante o periodo de estocagem (12 dias)
dos diferentes revestimentos. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey. RLAxcidophilus, RLP: L. plantarum,
RLPATS3:L. paracasel, RLALP: L. acidophiluseL. plantarum, RLALPA: L. acidophilus

elL. paracasei, RLPLPA:L. plantarume L. paracasel.

Alimentos probidticos devem ser, preferencialmente, armazenados a uma
temperatura entre 4 e 5 °C (TRIPATHI; GIRI, 2014), visto que as condi¢cdes ambientais
de armazenamento séao fatores muito importantes para garantir a sobrevivéncia celular
(KANMANI et al.,, 2011). Verificou-se no presente estudo que, mesmo estando
armazenado na temperatura ideal, o tempo de armazenamento a 4 °C apresentou
influéncia significativa (p<0,05) sobre a viabilidade das culturas probidticas dos
revestimentos RLA, RLPA e RLALPA e, que todos os tratamentos avaliados, com
excecdo de RLA, mantiveram sua viabilidade celular acima de 6,0 Log UF@ténb
12° dia de armazenamento a 4 °C (Figura 2).

Evidencia-se mais uma vez o potencialLdplantarum (CH6072 e L286), pois 0s
tratamentos (RLP, RLALP e RLPLPA) em que este micro-organismo esta presente néao
sofreram reducdo (p<0,05) na contagem de bactérias probiéticas ao longo do tempo de
armazenamento. A maior sobrevivéncid.dplantarumpode ser devida a sua capacidade

de se adaptar a diferentes ambientes e de utilizar variados tipos de carboidratos.
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RLA = 0,0195x2 + 0,0296x + 7,1186 R® = 0,864
RLPA = 0,0113x? + 0,0421x + 9,499 R? = 0,955
124 RLALPA = 0,0237x? - 0,566x + 9,676 R? = 0,980

o

Viabilidade (LogUFCmL™)

-© RLALPA B RLPA A~ RLALPA
0 T T T 1
0 3 6 9 12

Tempo (dias)

Figura 2 - Variacdo da contagem padrdao em placas de células viaveis nos revestimentos
RLA, RLPA e RLALPA ao longo do periodo de armazenamento refrigerado. RLA:
acidophilus, RLPA: L. paracasel, RLALPA: L. acidophiluse L. paracasel. Osdados sao
apresentados como média + desvio padrdo (n = 3).

Segundo Mitsuoka (2014), as bactérias probitticas devem estar ativas no produto,
sobreviver ao longo do trato digestivo, resistir aos acidos, sais biliares, ereimas
oxigénio, sendo capazes de agregar-se como parte da microbiota natural e apresentar
efeitos benéficos apds aderirem ao intestino do hospedeiro. No presente estudo,
constatou-se que somente os revestimentos RLP, RLALP e RLPLPA apresentaram
contagem médide células viaveis acima de 6,0 Log URE *apos a simulacéio vitro
das condicfes gastrointestinais durante 12 dias de armazenamento (Figura 3), chegando
ao 12° dia com populacbes necessarias para promover beneficios ao consumidor.
Ferrando et al. (2016), também constataram que estirpés plantarum (Lp 813 e
Lp 998) apresentaram boa resisténcia a passagem pelo trato gastointestinal simulado
apresentando uma reducgéo na contageoglulas viaveis de, aproximadamente, 3 ciclos
Log.

Os revestimentos que apresentaram boa resisténcia das bactérias probiotecas apos
simulagédn vitro das condigdes gastrointestinais tinham em comum a cultura de
L. plantarum (CH6072 e L286) evidenciando mais uma vez 0 uso desta estirpe para
veiculacao por revestimentos comestiveis e aplicacdo em alimentos de origem vegetal.

O potencial promissor do uso Heplantarum como probiético em alimentos se
deve ao fato de algumas cepas apresentarem boa resisténcia a passagem pelo trato
gastrointestinal atravékadaptacdo e sobrevivéncia a baixos valores de pH (TURCHI et
al., 2013), presenca do gene BSH e sua expressao com producéao de hidrolase salina biliar

conferindo resisténcia aos sais biliares e resisténcia a agdo das enzimas pancreaticas que
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podem apresentar efeito sobre a parede celular ou componentes de membrana que afetan
sua atividade ou viabilidade (FERRANDO et al., 2016).

EE F.sc Gastrica Fase Entérica 1 B FaseEntérica 2
10 B

8,46
7,87°%:
7,74 7,41 7,47

Viabilidade (Log UFC mL'1)

RLA RLP RLPA RLALP RLALPA RLPLPA

Tratamentos

Figura 3 - Contagem padrd&m placas de células viaveis apdés simulacdo do trato
gastrointestinaln vitro durante o periodo de estocagem de 12 dias para os diferentes
revestimentos. Médias seguidas de letras iguais nao diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey na fase entérica 2. [Rbéidophilus, RLP:

L. plantarum, RLPA: L. paracasei, RLALP: L. acidophilus e L. plantarum, RLALPA:

L. acidophilus e L. paracasei, RLPLPA:L. plantarume L. paracasei.

3.2. Atividade antimicrobiana dos revestimentos frente &. coli eL. innocua

Verificou-se que os revestimentos comestiveis de pectina de baixa metoxilacéo
adicionados das estirpes dactobacillus, com excecao de. acidophilus LA3 (RLA),
mostraram efeitos antagonistas soBrecoli ATCC11229 eL. innocua ATCC33090
(Tabela 2) e, que o periodo de armazenamento dos revestimentos comestiveis nao
apresentou influéncia (p>0,05) sobre a atividade antimicrobiana.

O grau de antagonismo foi dependente das estirpes probidticas e indicadoras, no
entanto, constatoseum maior espectro de atuacao sdbr@nocua (Tabela 2). O maior
grau de inibicdo de. innocua sedeveaofato da maioria das bacteriocinas atuarem sobre
espécies bacterianas estreitamente relacionadas ao micro-organismo produtor da
bacteriocina (SABO et al., 2014; OVCHINNIKOQOV et al., 2016) uma vez que, as estas
atuam interrompendo a integridade da membrana das células sensiveis acarretando o
vazamento de solutos intracelulaegsventualmente, morte celular (OVCHINNIKOV et
al., 2016) Essa interacdo também é responsavel pela inatividade da maioria das
bacteriocinas em direcéo as cepas bacteriangsam-negativas
(PEREZ; PEREZ; ELEGADO, 2015).

Os revestimentos controle e RLA néo inibiram os micro-organismos indicadores

avaliados (Tabela 2). Ja os revestimentos RLP, RLPA, RLALP, RLALPA e RLPLPA
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apresentaram inibicdo do crescimento Ide innocua ATCC33090, enquanto os
revestimentos RLP, RLPA, RLALPA e RLPLPA apresentaram atividade antimicrobiana
frente aE. coli ATCC11229 (Tabela 2), podendo ser observado através da producéo de
uma zona de inibigdo clara em torno do revestimento. Essa zona de inibigdo se deve a
difusdo dos compostos antimicrobianos produzidos pelas bactérias probiéticas presentes
nos revestimentos comestiveis para o meio solido.

Osrevestimentos RLP e RLPLPA foram os que apresentaram 0 maior antagonismo
e que foram capazes de inihirinnocua ATCC33090 €E. coli ATCC11229 (Tabela 2),
evidenciando mais uma vez o potencial promissor da utilizacdo pl@ntarum em
revestimentos comestigdem como sua adi¢@on produtos minimamente processados.

A maior atividade antimicrobiana dleplantarum sedeveaofato desse micro-organismo
ser capaz de produzir, pelo menos, 6 (seis) bacteriocinas, tais como Plantaricina EF,
Plantaricina W, Plantaricina JK e Plantaricina S (ZACHAROF; LOVITT, 2012).

A atividade antimicrobiana dos lactobacilos estudados pode ser explicada pela
capacidade destas culturas em produzir acidos que promovem a reducdo do pH e,
conseqguentemente, a criagdo de condicfes desfavoraveis para o crescimento de micro-
organismos patogénicos e deteriorantes (MARTINS et al., 2015). Este fato fica
evidenciado apés a constatacdo de que o0s revestimentos comestiveis que apresentaram
pH mais baixo (Tabela 3) foram os mesmos que exibiram zonas de inibicdo frente as

bactérias indicadoras estudadas.

Tabela 2- Inibicdo do crescimento de bactérias indicadoras pelas culturas probidticas
adicionadas no revestimento comestivel

Micro-organismos indicadores
Tratamento L. innocua E.coli
ATCC 33090 ATCC 11229

Controle - -
RLA (L. acidophilus) - -
RLP (L. plantarum) +++ +
RLPA (L. paracasel) + *
RLALP (L. acidophilus e L. plantarum) + -
RLALPA (L. acidophiluse L. paracasei) ++ +
RLPLPA (L. plantarume L. paracasel) +++ +
Diferentes pontuacdes refletem os diferentes graus de inibicdo do crescimento expresao
(-) Sem inibigao. (++) zona de inibi¢do entre 16 e 18 mm.
(¥) <10mmdeinibicdo, mas semm halo claro. (+++) zona de inibi¢do > 19 mm.

(+) zona de inibicdo entre 11 e ffn.

42



3.3. Caracterizacéo fisica e quimica dos revestimentos comestiveis

Constatouseque o pH inicial dos revestimentos comestiveis adicionaun&o de
bactérias probidticas foi 3,81 e, a adi¢cdo das culturas probiéticas ndo alterou (p>0,05) o
pH dos revestimentos. Isso também foi observado por Piermaria et al. (2015) avaliando
solucbes para formacdo de filmes comestiveis a base de polissacarideo kefirano
adicionado dé.. plantarum e Kluyveromyces marxianus.

No presente estudo, também foi observado que os valores médios de pH durante
todo o periodo de armazenamento diferiram significativamente (p<0,05). Os tratamentos
RLP e RLPA apresentaram os menores valores de pH (Tabela 3) e, o tempo de
armazenamento influenciou (p<0,05) o pH dos tratamentos RLP, RLPA, RLALP e
RLPLPA (Figura 4).

RLP = 0,0036x2+ 0,0741x + 3,4568 R2= 0,999
RLPA = 0,0026x2-0,0558x + 3,4431 R2=0,977
RLALP =0,0014x2-0,0387x+ 3,7826 R=2=0,970
RLPLPA =0,0012X2-0,0388X + 3,7532R?=0,998

pH
Ih

? =

- RLP B RrLPA A~ RLALP =€ RLPLPA
T T

Tempo(dias)
Figura 4 - Variacdo do pH dos revestimentos RLP, RLPA, RLALP e RLPLPA
armazenados por 12 dias a 4 @S dados séo apresentados como meédia + desvio padrao
(n = 3).RLP: L. plantarum, RLPA: L. paracasei, RLALP: L. acidophilus e L. plantarum
e RLPLPA:L. plantarume L. paracasal.
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Tabela 3- Valores médios de pH, viscosidade, cor, indice de brancura e turbidez dos revestimentos avaliados ao longo do periodo de
armazenamento refrigerado

Viscosidade Cor )
Revestimentos pH Indice de Brancura Turbidez
(m.Pas) | ar b*

Controle 3,87 +0,07 a 5,33+0,93 a 72,74 £0,88 a 2,46 +0,33 a 12,10+ 0,92 a 70,06 £1,05 a 0,252+0,01 a
RLA 3,70+ 0,09 ab 469+123a 58,45+ 1,17 b 1,70+£0,21b 9,16 + 0,68 bc 57,41+1,07b 0,860 + 0,22 ab
RLP 3,21+0,19¢ 6,56+1,72a 57,31+1,42b 3,05+0,68c 8,40+0,89¢c 56,37+1,42Db 1,747 £0,36 Cc
RLPA 3,25+0,14 c 6,16 +1,32a 63,34+2,73b 1,88 + 0,27 bd 11,15+ 0,66 ab 58,69 +2,66b 1,855+0,47c

RLALP 3,63+£0,16 b 4,82+1,66a 65,81+ 3,29 ab 1,92 + 0,32 bd 11,33+0,71 ab 64,00 + 2,94 ab 0,869 + 0,10 ab

RLALPA 3,75+ 0,13 ab 446+124a 65,86 + 4,28 ab 1,97 +0,38d 11,05+ 0,91 ab 61,57 +3,81 ab 0,802 + 0,18 ab

RLPLPA 3,59+0,17b 4,73+1,44 a 59,48+ 4,30 b 259+0,35a 759+134c 63,90 + 3,81 ab 1,052+ 0,12 b

Médias seguidas de letras iguais na coluna nao diferem entre si ao nivel de 5%aléidade pelo teste Tukey. Os dados sdo apresentados como média * aldisiao p

(n=3). RLA:L. acidophilus, RLP:L. plantarum, RLPA:L. paracasei, RLALP: L. acidophiluse L. plantarum, RLALPA: L. acidophiluse L. paracasei, RLPLPA:L. plantarum

elL. paracasai.
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A viscosidade dos revestimentos comestiveis com ou sem a adicdo das estirpes
probiodticas variou de 4,46 a 6,56 m.Pas, a 25 °C, entre os diferentes tratamentos
(Tabela 3), ndo havendo diferenca (p>0,05) entre eles. Portanto, a presenca dos micro-
organismos nao alterou (p>0,05) a viscosidade dos revestimentos. Entretanto, o tempo de
amazenamento influenciou a viscosidade dos revestimentos RLP e RLPA (Figura 5),
havendo um aumento da viscosidade ao longo da vida de prateleira, que pode ser
explicado pelo fato desses dois tratamentos terem sofrido uma maior reducao do pH, que
se aproximou do pH étimo de geleificacdo da pectina, provocando o aumento da
viscosidade.

RLP =-0,0207x2+ 0,4887x + 4,7484 R2?=0,958
RLPA =-0,008x*+ 0,2997 + 4,7957 R?= 0,999

: | |
=

© RLP = RrLPA

=y

Viscosidade (mPa.s)
>
R’T?
i
|~

0 T T T 1
0 3 6 9 12

Tempo(dias)

Figura 5 - Variacdo da viscosidade dos tratamentos RLP e RLPA ao longo do
armazenamento a 4 °C por 12 dias. Os dados sdo apresentados como média + desvio
padrédo (n = 3)RLP: L. plantarume RLPA:L. paracasel.

A cor e as propriedades Opticas podem afetar diretamente a preferéncia dos
consumidores bem como a escolha do piéipor isso, sdo caracteristicas importantes
gue devem ser avaliadas nos revestimentos comestiveis (SOUKOULIS et al., 2014). No
presente estudo constatou-se que a Luminosidade (L*) do revestimento controle diferiu
(p<0,05) dos revestimentos RLA, RIRL.PA e RLPLPA, sendo o revestimento controle
0 que apresentou-se mais claro por possuir maior luminosidade. Para a coordenada a*
(variacdo de vermelho a verde) todos 0s revestimentos comestiveis apresentaram
tonalidade de vermelho pouco intensa. Quando avaliada a coordenada b* (tonalidades de
amarelo a azul) verificou-se que todos os tratamentos apresentaram tonalidade pouco
intensa de amarelo. O periodo de armazenamento ndao apresentou influéncia (p>0,05)

sobre os tratamentos avaliados para os parametros L*, a* e b*.
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Os revestimentos comestiveis avaliados apresentaram aparéncia visual similar. No
entanto, as medi¢cdes de indice de brancura (Tabela 3) mostraram diferenca (p<0,05),
sendo que os revestimentos RLA, RLP e RLPA apresentaram os menores indices de
brancura e o revestimento controle apresentou o maior indice de brancura. Segundo
Acevedo-Fani et al. (2015), o indice de brancura tende a ser mais elevado quanto maior
for a disperséo da luz. Portanto, verificou no presente estudo que aligbliaacura ds
revestimentos diminuiu (p <0,05) ap0s a adi¢cdo da cultura probidtica (Tabela 3), o que
pode ter ocorrido devido a uma menor disperséo da luz por estas amostras, uma vez que
a adicdo dos micro-organismos aumenta a concentracao de particulas dispersas pelo
revestimento comestivel.

Além disso, observou-se que todas as amostras apresentaram-se opacas e com
elevada turbidez apdés a homogeneizacéo. As amostras RLP e RLPA apresentaram maior
turbidez diferenciandse (p<0,05) de todagsoutras amostras avaliaddéao tratamento
controle apresentou a menor (p<0,05) turbidez, demonstrando que a adicdo dos micro-
organismos aumentou a turbidez dos revestimentos comestiveis (Tabela 3). Também foi
constatada visualmente a separacao de fases ap0s armazenamento em repouso, comn

formacao de uma camada de sedimentacao no fundo do recipiente.

4. CONCLUSAO

O revestimento comestivel a base de pectina de baixa metoxilacdo apresenta-se
como um bom veiculo de acidophilus LA3, L. plantarum (CH6072 e L286) e
L. paracasei BGP1.As culturas de.. plantarum (CH6072 e L286)\.. paracasei BGP1le
a combinacad. plantarum e L. paracasei além da sobrevivéncia dos micro-organismos
nas condicOes estabelecidas no estudo apresentaram resisténcia ao trato gastrointestinal
in vitro simulado. As bactérias probidticas, com excec¢éab. @eidophilus, adicionadas
ao revestimento comestivel apresentram atividade antimicrobiana freBtecdli
ATCC11229 d.. innocua ATCC33090. Entretanto, a presenca desses micro-organismos
no revestimento comestivel ocasiona variacdo nas suas propriedades fisicas e quimicas.
Pode-se considerar o revestimento comestivel estudado como uma matriz
promissora para incorporasbactérias probioticas, devendo ser testado seembotas
e hortalicas. Destaca-$e plantarum como um micro-organismo probidtico promissor

para a adicdo em revestimentos comestiveis, por apresentar excelente viabilidade celular
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e boa resisténcia ao trato gastrointestinal simulado, quando adicionada no revestimento

de pectina de baixa metoxilacéo.
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CAPITULO 2

Adicao de revestimento comestivel contendo culturas probitticas em cenoura
minimamente processada sem alteracdo das caracteristicas microbiolégica, fisicas

e quimicas

RESUMO

Objetivou-se elaborar cenoura minimamente processada recoberta com revestimento
comestivel de pectina de baixa metoxilagdo cont&admbacillus plantarum (CH6072

e L286),Lactobacillus paracasei BGP1le a combinacada plantarum (CH6072 e L286)

e L. paracasei BGP1l. As cenouras minimamente processadas recobertas com
revestimento comestivel contendo ou néo probidticdosnatura foram armazenadas a

4 °C e avaliadas quanto a qualidade microbioldgica (fungos filamentosos e leveduras,
bactérias psicrotroficas eSalmonella), viabilidade das bactérias probioticas,
sobrevivéncia das culturas probibticas ao trato gastrointestinal simidadlidro,
microscopia eletrénica de varredura, atividade antimicrobiana frente. aoli
ATCC11229 eL. innocua ATCC33090 e as caracteristicas fisicas (perda de massa,
firmeza e cor) e quimicas (acidez total titulavel, pH e teor de sdlidos sollveis totais)
durante 12 diaAp0Os a secagem do revestimento sobre a superficie das fatias de cenoura
minimamente processada obteve-se um produto de aspecto visual semelhante ao produto
sem revestimento. O armazenamento refrigerado das cenouras minimamente processadas
recobertas causou uma reducdo na contagem das bactérias probioticas de
aproximadamente 2,0 Log UFC gpds 12 diade armazenamento. A simulacéovitro

das condi¢cbes gastrointestinais reduziu a contagem de células viaveis em torno de
2,5 Log UFC ¢ no decorredavida de prateleira. Comparando a viabilidade antes e ap6s

a disgetaoin vitro verificou quel. paracasei BGP1 sofreu uma maior reducéo da
viabiladade (27,54%). As cenouras minimamente processadas recobertas com
revestimento comestivel a base de pectina de baixa metoxilagdo contendo ou néo
bactérias probioticas nao sofreram alteracao (p>0,05) nas carcateristicas microbioldgicas,
fisicas e quimicas. Cenoura minimamente processada contendo 0 revestimento
comestivel € um meio de carrear bactérias probidticas ao consumidor, sendo uma

alternativa para o consumo de probioticos em matriz nao lactea.
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Palavras-Chave:probidtico, pectina, minimamente processados, alimentos probioticos,

digestao gastrointestinal, microscopia eletrénica de varredura.

1. INTRODUCAO

De modo geral, revestimentos comestiveis sdo utilizados em frutas e hortalicas
minimamente processadas como uma estratégia de barreira a contaminacdo merobiana
para reduzir os danos ocasionados pelo processamento (MOREIRA; ROURA; PONCE,
2011). Esses revestimentos contribuem para estender a vida de prateleira, uma vez que
atuam como barreira semi-permeéavel reduzindo a perda de dgua e migracdo de solutos,
reduzem a troca gasosa e a velocidade de reacdes de oxidacdo e até mesmo suprimem
disturbios fisiol6gicos como alteracdes de cor ou sabor de um produto (ALDANA et al.,
2015). Além disso, os revestimentos comestiveis sdo apresentados como uma alternativa
para veicular micro-organismos probioticos em alimentos onde eles ndo podem ser
incorporados por inoculagéo direta e apresentam-se como uma via promissora para
proteger esses micro-organismos das condicbes de processamento dos alimentos e
condic@es do trato gastrointestinal (SOUKOULIS et al., 2014).

Probiéticos sdo organismos vivos que quando administrados em quantidades
adequadas (6,0 7,0 Log UFC ¢t ou mL?) conferem beneficios a saltde do hospedeiro
(FAO/OMS, 2002) especificos a cada estirpe. Os probidticos sdo consumidos
majoritariamente em produtos lacteos (VICENTINI; LIBERATORE; MASTROCOLA,
2016), entretanto, a demanda de produtos probioticos nédo lacteos tem aumentado devido
a intolerancia a lactose e outros fatores relacionados ao consumo de produtos derivados
do leite (BETORET et al., 2012) o que torna as pesquisas para o desenvolvimento de
produtos probioticos a partir de matrizes nédo lacteas, inclagfdatas e hortalicas, cada
vez mais promissoras (MARTINS et al., 2013).

As frutas e hortalicas sdo componentes essenciais da dieta humana e existem
evidéncias dos seus beneficios a saude, podendo ser utilizadas como uma ferramenta
importante para prevenir algumas doengas degenerativas. Como o consumo de frutas e
hortalicas € um habito bem estabelecido em todo o mundo, estes produtos representam
uma matriz apropriada para veicular bactérias probioticas aos consumidores.

No entanto, para o desenvolvimento de frutas e hortalicas prontas para o consumo
contendo probidticos, diferentes desafios devem ser superados, como a forma de
adicionar o probioticao materal vegetal e a perda de viabilidade devédaondicdes
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de processamento e estocagem. Além disso, as caracteristicas do vegetal como textura,
cor, sabor e aroma ndo podem ser desconsideradas uma vez que, a perda dessas
propriedades, mesmo quando 0s probioticos sdo viaveis, podem levar a uma rejeicado do
produto pelo consumidor.

Dessa forma, o presente estudo objetivou aplicar revestimentos comestiveis a base
de pectinalebaixa metoxilacéo adicionados de culturas probiégoafatias de cenouras
armazenadas sob refrigeracdo e avaliar as carcteristicas microbioldgicas, fisicas,
quimicas, microscépicas e a resisténcia das estirpes ao trato gastroinilestitral

simulado.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Selecao e processamento minimo de cenouras
Cenouras de tamanho similar (15,0 = 2,0 cm) foram selecionadas e classificadas

com basaaforma, cor(L * 60,0 £ 2,0, valoa* 22,0+2,0) e auséncia de defeitos visuais.
As cenouras foram lavadas em agua corrente a 5°C e, em seguida, mergulhadas em
solucéo clorada (Sumav®ga 200 mg t* durante 20 minutos, sendo entdo enxaguadas
com solucéo clorada (Suma#g 20 mg ! por 5 min. Posteriormente, as cenouras
foram descascadas e fatiadas em rodelas de, aproximadamente, 0,5 cm e foram divididas
aleatoriamente em cinco lotes de 800 gramas para cada revestimento.

2.2. Preparo das culturas probidticas

Estirpes probidticas liofilizadas comerciaisldetobacillus paracasel BGP1 foi
adquirida da SACCO Brasil (Campinas, Brasil).atobacillus plantarum (CH6072 e
L286) da Christian Hansen (Valinhos, Brasil).

As estirpes foram pré-ativadas, segundo Beristain-Bauza et al. (2016) com
modifica¢cdes, inoculando-se separadamente uma al¢cada de cada cultura em 50 mL de
caldo Man Rogosa SharpeMRS (Acumedia, Brasil) sendo posteriormente incubadas
37 °C por 16 horas. Em seguida, as culturas pré-ativadas individualmente foram
transferidas assepticamente para@h0de caldo MRS e mantidas a 37 °C por 24 horas.
Posteriormente, o meio de cultura foi centrifugado a 7000 g por 10 minuuslet e
células foi ressuspendido em agua destilada estéril, obtendo uma concentracdo de
10,0 Log UFC ml!de bactéria probidtica (determinada previamente), para inoculagio

no revestimento comestivel.
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2.3. Preparo do revestimento comestivel adicionado de bactérias probioticas

Dispersdes de pectina de baixa metoxilagdo LM-102 AS (CPKelco, Brasil) foram
preparadas por dissolucdo de 3 % (w/v) de pectina em agua destilada a 70 °C. O
revestimento comestivel foi obtido por mistura da dispersdo de pectina, a temperatura
ambiente, com 3 % (v/v) de Tween 40 (Sigma Aldrich, EUA) e 2 % (v/v) de glicerol
(Vetec, Brasil) em agitador magnético (AGI 103, Nova Etica, Brasil), até completa
dissolucdo. Em seguida, os revestimentos comestiveis foram autoclavados a 121 °C
durante 15 minutos e resfriados a temperatura ambiente. A cada 100 mL de revestimento
foram adicionados, diretamente, 1 mL de suspenséao de células probidticas de modo a se
obter 8,0 Log UFC mt no revestimento.

Foram obtidos os revetimentos comestiveis de pectina do tratamento controle e
contendo micro-organismos probidticas,plantarum (CH6072 e L286)L. paracasei
BGP1 e a misturh. plantarum (CH6072 e L286) &. paracasei BGP1. Amostra controle
foi preparada de acordo com o procedimento acima mencionado adicionando o0 mesmo
volume de agua destilada estéril sem a incorporacéo de célula probiética. Para a obtencao
das misturas foi adicionado uma concentracdo de 4,0 Log UFEdmicada cultura

probidtica.

2.4. Aplicacéo do revestimento comestivel em cenoura minimamente processada
As cenouras minimamente processadas foram mergulhadas durante 3 minutos

nos revestimentos controle, conteniddoplantarum (CH6072 e L286)L. paracasei
BGP1, e a mistura de plantarum (CH6072 e L286) corh. paracasei BGP1 e drenadas
por 1 minuto. Em seguida, as cenouras minimamente processadas recobertas foram
submergidas durante 1 minuto em solucédo de cloreto de célcio 1 % para a formacgéo do
geldepectinaAs cenouras minimamente processadas revestidas foranmesesasador
de bandejas (PD-150, Poldryer, Brasil) com circula¢ér de 1 m 3 a uma temperatura
de 35 °C. Para o tratamento natura foi realizado apenas a sacagem da cenoura
minimamente processada. As cenouras minimamente processadas revestidas ou néo
(Tabela 1) foram acondicionadas em bandejas de polipropileno e armazenadas a 4 °C

durante 12 dias.
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Tabela 1- Cenouras minimamente processadas adicionadas ou ndo revestimento
comestivel

Tratamentos Revestimentos
CIN In natura
CRC Controle - Sem probidtico
CRLP Lactobacillus plantarum
CRLPA Lactobacillus paracasei
CRLPLPA Lactobacillus plantarum e Lactobacillus paracasei

2.5. Caracterizacéo do produto
Para analisar as alteracdes ocorridas durante o armazenamento as amostras foram

avaliadas logo apds o processamento e a cada 3 dias durante 12 dias de vida de prateleir

251 Avaliacdo da qualidade microbiolégica de cenoura minimamente
processada

Contagens de bactérias psicrotréficgalmonella sp. e fungos filamentosos e
leveduras em cenoura minimamente processada dos diferentes tratamentos foram
determinadas ao longo do armazenamento refrigerado.

Para a determinacao de bactérias psicrotréficas e fungos filamentosos e leveduras
porcdes de 25 gramas de cada amostra, CIN, CRC, CRLP, CRLPA, CRLPLPA, em
condicOes assépticas foram colocadas em saco plastico estéril. Em seguida, 225 mL de
solucéo salina peptona (0,1 g de peptona + 0,85 g de NaCl em &gua destilada) foram
adicionadas e homogeneizadas durante 1 minutoSemacher (Bag Mixer 400,
Interscience, Franca). Diluicdes seriadas foram realizadas e 1 mL de cada diluicédo foi
inoculado pelo métodpour plate em agar padréo para contagem (PCA) previamente
preparado e as placas foram incubadas a 7 °C durante 10 dias para determinacdo de
bactérias psicrotréficas (COUSIN; JAY; VASAVADA, 2001) e, ML de cada diluicao
foi espalhado sobre agar batata dextrose (BDA) previamente preparado e incubados a
25 °C durante 7 dias para avaliagcédo de fungos filamentosos e leveduras (DOWES,; ITO,
2001).

Para determinacao de presenca/ausénciald®nella sp., 25 g das amostras de
cenoura minimamente processada foram homogeneieatd225mL de agua peptonada
tamponada 1 % (Acumedia, Brasil) seguindo metodologia de Andrews et al. (2001).
Todas as analises microbiolégicas foram realizadas em duplicata. Os resultados foram
espressos em Log UFC mL
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252. Viabilidade das culturas probidticas nas cenouras minimamente
processadas

A contagem padrdo em placas das estirpes incorporadas nos revestimentos
comestiveis aplicados em cenoura minimamente processada foi determinada através da
diluicdo de 25 gramas de cada tratamento em 225 mL de solugao salina peptonada (0,85
% NaCl e 0,1 % peptona). Foram realizadas diluicbes seriadas e 1 mL de cada diluicdo
foi plagueada pelo métogour-plateemagar Man Rogosa Sharpe - MRS (Kasvi, Brasil).
Apés a solidificacdo adicionou-se uma sobrecamada de agar MRS, e em seguida, as
placas foram incubadas em jarras de anaerobiose a 37 °C durante 72 h (RICHER,;
VEDAMUTHU, 2001). Ap6s o periodo de incubacéo foi realizada a contagem das
unidades formadoras de colénias (UFC) para determinar a populacdo de bactéria

probiotica no revestimento comestivel.

253 Sobrevivéncia as condi¢des gastrointestinais simuladisvitro

A resisténciascondi¢cdes gastrointestinais simuladasitro foi avaliada segundo
Liserre et al. (2007) e Buriti, Castro e Saad (2010) com modificagbes. Vinte e cinco
gramas de cada vegetal revestido foram diluidos em 225 mL de solucdo de cloreto de
sédio (NaCl) 0,5 % e, em seguida, simulou-se as condi¢cfes gastrointestinais. Retirou-se
10 mL da diluicdo anterior e adicionou-se 3,0"bde pepsina (pepsina da mucosa do
estdmago de suino, Sigma-Aldrich) e 0,9 mige lipase (amino lipase de Penicillium
camemberti, Sigma-Aldrich), e ajustou-se o pH para 2,3 - 2,6 com HCI 1 N e incubou-se
a 37 °C sob agitacdo de 150 rpm em banho-maria (Gyratory Water Bath Shaker G76D,
New Brunswich Scientific CO, Inc. N. J., USA) durante 2 horas (fase gastrica). Na etapa
seguinte, ajustoseo pH para 5,4 - 5,7, com solucao de fosfato de sédio pidrt@ndo
bile (bile bovina, Sigma-Aldrich) e pancreatina (pancreatina de pancreas de suine, Sigma
Aldrich) na proporcéo de 5,0 g'le 1,6 g L, respectivamente. Reincubsaasamostras
a 37 °C por 2 horas sob agitacdo de 150 rpm (fase entérica 1). Em seguida, ajustou-se
pH para 6,8 - 7,2 utilizando solucao de fosfato de sodio pH 12 contendo pancreatina (0,79
g LY e bile (7,95 g ). Reincubou-se novamente as amostras a 37 °C por 2 horas sob
agitacdo de 150 rpm (fase entérica 2), totalizando 6elnsdéo.

Ao término de cada fase do ensaio, aliquotas de 1 mL foram retiradas e submetidas

as diluicbes seriadas com solugdo salina peptonada e plagueadas pel@ouétpkive
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em agar MRS. As placas foram incubadas em jarras de anaerobiose a 37 °C por 72 horas

e posteriormente realizou-se a contagem das colénias (RICHER; VEDAMUTHU, 2001).

254. Avaliacado da atividade antimicrobiana dos revestimentos comestiveis
em cenoura minimamente processada frente Bscherichia coli e Listeriainnocua

O preparo do inéculo ocorreu através da ativagdo por duas vezes consecutivas das
culturas em caldo Infusédo de Cérebro e Coracéo (BHI), onde uma algcada de cada cultura
foi diluida em 50 mL de caldo BHI e incubadas a 37 °C por 16 horas. Em seguida, essas
culturas pré-ativadas foram transferidas assepticamente para 350 mL de caldo BHI e
mantidas a 37 °C por 24 horas. Posteriormente, o caldo foi centrifugado a 7000 g por
10 minutos e @ellet de células obtido foi ressuspendido em agua destilada estéril de
forma a se obter 8,0 LogRC mL™.

As fatias de cenoura minimamente processada foram imersas, separadamente, por

10 minutos nas solu¢des contertelacoli ATCC11229 el.. innocua ATCC33090. Em
seguidaasfatias de vegetais adicionadas das bactérias indicadoras foram recobertas com
0s revestimentos comestiveis controle e contendo culturas probidticas. A capacidade
antimicrobiana dos revestimentos comestiveis foi avaliada ao longo do armazenamento
das cenouras minimamente processadas recobertas ou ndo através da contagem padrac
emplaasdeE. coli emagar Macconkey a 37°C por 48 hords eocua emagar Palcam
a 37°C por 48 horas.

255. Avaliacdo da adesao, distribuicdo e morfologia dos micro-organismos
probioticos adicionados nos revestimentos comestiveis aplicados sobre as fatias de
cenoura

As cenouras minimamente processadas revestidas foram fatiadas em secfes de
0,5 cm x 0,5 cm com, aproximadamente, 1 mm a 2 mm de espessura. Para realizagéo da
andlise, a parte externa das fatias de cenoura ficaram voltadas em direcdo ao feixe de
elétrons, de modo que o revestimento comestivel ficasse em contato com o feixe de
elétrons. Para a desidratacdo das amostras foram realizados tratamentos seriados em
acetona, nas graduacbes de 30 °GL, 50 °GL, 70 °GL por 10 minutos cada e trés
tratamentos de 10 minutos, em acetona 80 °GL, 90 °GL e 100 °GL. Os cortes das fatias
de cenoura minimamente processada foram transferidos para o secador ao ponto critico

(Critical Point Dryer- modelo CPDO020, Balzers, Liechstenstein) para a desidratacao total
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e, entdo metalizados com ouro em metalizador (modelo FDU 010, Bal-Tec, Balzers,
Liechstenstein) para posterior observacdo ao microscopio eletrénico de varredura

(modelo LEO 1430 VP Zeiss, Cambridge, Inglaterra) e registro das imagens.

*Nota: Nao foi possivel realizar a etapa de fixacdo das células nas amostras gue, \@erevestimento
comestivel tem afinidade pela solugcédo de glutaraldeido 50 % e se desp@ngegeatais minimamente

processados.

256. Perda de Massa

Cinco fatias de cenoura de cada tratamento foram selecionadas aleatoriamente e
pesadas no inicio da vida de prateleira e a cada 3 dias de armazenamento. A perda de
massa foi calculada para cada tratamento e convertida em porcentagem por meio da

divisdo do peso apds o armazenamento pelo peso inicial registrado.

257. Analise de Firmeza

A firmeza das amostras foi determinada em textur6metro TA-TX2 (Texture
Technologies Corp./Stable Micro systems) com célula de carga de 5 Kg e sonda tipo
agulha P/2N (2 mm de diametro). As amostras foram comprimidas na regido do cortex e
coracdo da cenoura, em 30 % da altura original, em um ciclo de compressao, com
velocidade de pré-teste de 2 mi ste de 1 mni'e pos-teste de 2 mmt.sOs indices
de firmeza foram calculados a partir das curvas caracteristicas dol@arkitura gerada
no programa Texture Expert Stable Micro Systems, sendo o0s resultados expressos em
Newton (N).

258. Analise de composicéo de cor

A cor foi medida usando colorimetro Color Quest H (Hunter lab, Reston, Virginia,
USA) com escala CIELab (L*, a* e b*). A partir das coordenadas L*, a* e b* foram
calculados o valor de Hue (h) (Eqg. (1)), Chroma (c*) (Eq. (2)), indice de cor @C) (E
(3)), indice de brancura (IB) (Eq. (4)) e diferenca total de cor (AE) (Eq. (5)) de acordo

com as equcdes seguintes:

h=arctangb*/a* (1)
cx=[(ax)?+ (b*)?]"/? (2)
IC =(a*x1000)/(L *x b *) 3)
IB = 100 — [(100 — L *)2 + ((a %)% + ((b %)?) @
AE =[(a* —ax0)2+ (b* —b *0)2+ (L * —L %0)2]1/2 5)

58



259. pH, acidez total titulavel e sélidos soluveis totais

As fatias de cenoura dos cinco tratamentos foram trituradas em processador
doméstico de alimentos. O pH das amostras foi determinado através de medidor de pH
(mPA-210, Tecnopon, Brasil) imergindo o potencidmetro na amostra diluida em agua
(AOAC, 2000). Ja a acidez total titulavel foi determinada por diluicdo de
aproximadamente 10dg cada amostram 100 mL de 4gua destilada e adig&s3 gotas
de indicador fenolftaleina. Em seguida, procedeu-se a titulagdo com uma solucao
padronizada de NaOH 0,1 mofLcom o acompanhamento de pHmetro, até o ponto de
viragem da fenoftaleina (pH 8,3) (AOAC, 2000). A acidez total titulavel foi calculada em
relagdo % (m/m) de acido citrico. O teor de sélidos soluveis totais foi determinado
diretamente em refratdmetro de bancada modelo ABBE (Modelo WYA-2S, Marca

Polax), a temperatura de 25 °C, sendo os resultados expressos em °Brix (AOAC, 2000).

2.6. Andlise estatistica
Foi utilizado Delineamento Inteiramente Casualizawgparcelas subdivididas, em
gue nas parcelas foram avaliados os tratamentos e nas subparcelas os tempos de
armazenamento. Os dados obtidos foram interpretados por andlise de variancia
(ANOVA) utilizando testd-, teste t e teste de Tukey para comparacao de médias e analise
de regressdo ao nivel de 5 % de probabilidade. Para isso foi utilizado o programa
Statistical Analysis Systems (SAS), versado 9.2, licenciado pela Universidade Federal de

Vicosa.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Avaliacao da Qualidade Microbioldgica

No presente estudo, constatou-se ausénciald®nella sp. em 25 g de cenoura
minimamente processada adicionada de revestimento comestivel durante todo o periodo
de armazenamento do produto. Também verificou-se que no armazenamento ocorreu
aumento da contagem de fungos filamentosos e leveduras e de bactérias psicrotroficas,
entretanto, esse aumento nao diferiu (p>0,05) quando foi comparada a contagem inicial
(logo apds o processamento) com a contagem final (apds 12 dias de armazenamento) dos
produtos. Quando avaliada a qualidade do produto no tempo incial e no tempo final,
constatou-se que a adicdo dos revestimentos comestiveis nao influenciou (p>0,05) a
contagem dos micro-organismos deterioradores (Tabela 2). Dessa forma, kwvando
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consideracao a regulamentacéo francesa e extrapolando para outros micro-organismos
deterioradores, todas as amostras avaliadas estavam de acordo com o recomendado
durante os 12 dias de armazenamento refrigerado. Apenas para micro-organismos
psicrotréficos constatosecontagem acima de 6,0 Log UF&nps tratamentas natura

e controle apos 12 dias a 4 °C de vida de prateleira.

Em muitos paises, incluindo o Brasil, existe caréncia de uma legislacdo especifica
que defina os parametros microbioldégicos de frutas e hortalicas minimamente
processadas. Essa situagcdo gera dificuldade para que os produtores e consumidores
alcancem parametros de qualidade e seguranca desses alimentos. No entanto, paises d:
Unido Européia e EUA possuem especificacdes microbiologicas para vegetais cortados
em que se isentam a contagem de micro-organismos aerobios mesofilos totais e
enterobacteriaceae justificando que sua elevada populacéo € caracteristica de ambientes
naturais das plantas (RANJITHA et al., 2017). Ja a regulamentacao francesa determina
para cenoura recém-cortada no maximo 7,7 Log UF@egontaminac&o aceitavel para
contagem total em placas de bactérias mesofilicas (FAI et al., 2016).

Os resultados obtidos nesse estudo para a contagem de fungos filamentosos e
leveduras e bactérias psicrotréficas em fatias de cenoura revestidas armazenadas a 4°C
corrobam com os encontrados por Fai et al. (2016) trabalhando com cenoura
minimamente processada revestida com farinha de residuos de frutas e vegetais e Lai;
Chen; Lai (2013) investigando cenoura minimamente processada revestida com amido de

mandioca.
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Tabela 2- Contagem padréem placas inicial e final de fungos filamentosos e leveduras
e de psicrotréficos em cenoura minimamente processada dos diferentes tratamentos

armazenados a 4 °C

Fungos Filamentosos e Leveduras

Psicrotréficos

Amostras (Log UFC gY) (Log UFC g9
Inicial Final Inicial Final
CIN 2,22 +£0,33 aA 4,74 + 1,51 bA 4,08+0,56 aA 6,43+2,02aA
CRC 1,88 £ 0,56 aA 4,65+ 1,03 aA 3,79+052aA 6,35+0,79 aA
CRLP 2,63+0,78 aA 4,67 +2,23 aA 3,30+ 0,56 aA 5,93+1,63aA
CRLPA 2,21 +£0,15 aA 4,29 +0,57 aA 3,62+0,34aA 5,68+0,54aA
CRLPLPA 2,58 £ 0,89 aA 4,00 + 1,99 aA 3,80+0,27aA 5,53+1,99 aA

Inicial: dia zero; Final: ap6s 12 dias.

a-b Letras mindsculas iguais entre as linhas indicam valores significativamente difereft@s) e
acordo com o teste t. Letras maiusculas iguais nas colunas indicam valoiisagigamente iguais
(p>0,05) de acordo com o teste de comparacao de médias Tukey. Os dagwssdttados como média
* desvio padréo (n = 3). CINnh natura, CRC: controle, CRLR:. plantarum (CH6072 e L286), CRLPA:
L. paracasei BGP1, CRLPLPAL. plantarum (CH6072 e L286) &. paracasei BGP1.

Ao longo do periodo de armazenamento verificou-se que todos os tratamentos
apresentaram aumento da contagem de fungos filamentosos e leveduras e de bactérias
psicrotréficas e que o tempo de armazenamento refrigerado apresentou influéncia
significativa (p<0,05) sobre o aumento da contagem desses micro-organismos (Figura 1).
Os resultados obtidos neste estudo indicam que a cenoura minimamente processada
recoberta com revestimento comestivel a base de pectina de baixa metoxilagdo € um
alimento seguro estando proprio para o consumo humano ao longo de 12 dias de

armazenamento a 4 °C.
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Figura 1l - Variacdo da contagem padrdo em placas de fungos filamentosos e leveduras
(A) e de bactérias psicrotréficas (B) em cenoura minimamente processada dos diferentes
tratamentos ao longo do periodo de armazenamento refrigerado (4 °C). Os dados sao
apresentados como média + desvio pa¢hi@o3). CIN:innatura, CRC:controle, CRLP:

L. plantarum, CRLPA:L. paracasei, CRLPLPA:L. plantarume L. paracasel.

3.2. Viabilidade dos micro-organismos probiéticos em cenoura minimamente

processada adicionada de revestimento comestivel
De acordo com Tripathi; Giri (2014), é necessario que 0s produtos probioticos

contenham no minimo 6,0 Log UFC destes micro-organismos para que os beneficios
da sua ingestdo sejam obtidos pelos consumidores. As cenouras minimamente
processadas apresentaram uma contagem média de, no minmo, 6,2 Lo§daRCas
amostras adicionadas de micro-organismos probiéticos (Tabela 3) estando, portanto, de
acordo com a concentracdo minima de células viaveis recomendada. Em relacdo aos
tratamentos que nao foram adicionados de bactérias probidticas (CIN e CRC) nao foi
constatada contagem destes micro-organismos.
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Tabela 3 - Contagem média de bactérias probiGicecenoura minimamente processada
dos diferentes tratamentos durante 12 dias de armazenamento a 4 °C

Tratamento Contagem de Células Viaveis (Log UFCY
CIN 0,0£0,0c
CRC 0,0£0,0c
CRLP 7,85+163a
CRLPA 6,20+1,65b
CRLPLPA 6,30+2,27b

a-c Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes (p<0,05) ddoammm o teste de
comparacdo de médias Tukey. Os dados sé@o apresentados como média = desvig pad). CIN:in
natura, CRC: controle, CRLPL. plantarum, CRLPA: L. paracasei, CRLPLPA:L. plantarum e

L. paracasei.

Houve reducdo da viabilidade das culturas probidticas ao longo do periodo de
amazenamento (p<0,05) das cenouras minimamente processadas (Figura 2), sendo a
menor contagem observada nas cenouras recobertas com o revestimento contendo
misturas das culturas de. plantarum (CH6072 e L286) elL. paracasei BGP1
(4,9 Log UFC ¢). Entretanto, considerando o consumo de 100 g de cenoura
minimamente processada, o consumidor ird adquirir 6,9 Log UECqgantidade
suficiente para obter os beneficios fornecidos pelas cultutras probidticas.

-
N

CRLP =-0,1972x+ 8,806 R2=0,9963
CRLPA =-0,2386x+9,404R2=0,9391
CRLPLPA=-0,4281x+9,727R?2=0,9488

-
o

Contagem de células viaveis (Log UFC g'1)
o
1

- CcRLP -¥- CRLPA <> CRLPLPA

0 T T T 1
9] 3 6 9 12

Tempo(dias)

Figura 2 - Variagddacontagem padré&mplacas de cenoura minimamente processadas
revestidas ao longo do periodo de armazenamento a 4 °C. Os dados sdo apresentados
como média + desvio padrdo (n = 3). CRUP:plantarum, CRLPA: L. paracasd,
CRLPLPA:L. plantarume L. paracasel.
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3.3. Resisténcia ao trato gastrointestinal simuladan vitro de bactérias
probidticas em cenoura minimamente processada

Para exercer beneficios os probidticos devem atingir o intestino em quantidade
suficiente. Para que isso ocorra, 0S micro-organismos probiéticos devem sobreviver ao
suco gastrico, que possui pH baixo e proteases, e ao suco intestinal, que contém sais
biliares, proteases, lipases e nucleases. Por isso, a capacidade que a bactéria possui d
sobreviveraoarmazenamento ndo é necessariamente a mesma capacidade que ela tem de
superar as condi¢cdes do trato gastrointestinal. Portanto, para definir a capacidade
funcional de um alimento deve ser levado em consideracdo a resisténcia da bactéria
probidtica ao suco gastrico e intestinal (TAVERA-QUIROZ et al., 2015).

No presente estudo, verificou-se que as cenouras minimamente processadas
revestidas submetidas as condi¢cdes gastrointestinais simuladas apresentaram reducéo
(p<0,05) da contagem das bactérias probioticas ao longo do periodo de armazenamento
(Figura 3). Verificou-se também que o tratamento CRLPLPA n&o forneceu ao
consumidor a quantidade minima de bactérias probidticas para obter os seus beneficios,
enquanto os tratamentos CRLP e CRLPA foram capazes de oferecer a quantidade
suficiente das bactérias em estado viavel até o 6° e 12° dia de armazenamento,

respectivamente.

a
o
]

CRLP=-0,2024x+7,3967R?>=0,880
CRLPA=0,1474x2-0,4271x+6,4641R?=0,857
CRLPLPA=0,0494x2-0,7451x+7,4751R?>=0,810

Contagem de células vidveis (Log UFC ghw)

S cRrLP M- CRLPA @ CRLPLPA
o T T T 1
o 3 6 9 12

Tempo(dias)

Figura 3 - Variacdo da contagem de células viaveis resistente as condi¢cdes
gastrointestinais simuladas em fatias de cenoura revestidas ao longo do periodo de
armazenamento a 4 °C. Os dados sao apresentados como média + desvio padréo (n = 3).
CRLP:L. plantarum, CRLPA:L. paracasei, CRLPLPA:L. plantarume L. paracasei.

Verificou-setambém que logo ap6s o processamento o tratamento CRLP foi o que
apresentou a maior capacidade de sobrevivéncia (perda de 3,50%) as condi¢cdes
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gastrointestinais, seguido dos tratamentos CRLPLPA (reducéo de 17,35%) e CRLPA
(perdade 27,54%) (Figura 4). Podseinferir que a reducéade viabilidade do tratamento
CRLPLPA foi menor do que a do CRLPA devido a maior resisténcia do micro-organismo

L. plantarum as condi¢Bes gastrointestinais.

mmm Antes da digestao in vitro

Depois da fase entérica 2

Contagem de células viaveis (Log UFC g™)

CRLP CRLPA CRLPLPA

Tratamentos

Figura 4- Comparacdo da contagem de células viaveis de bactérias probioticas antes e
apos a digestam vitro em fatias de cenoura logo apds a aplicacdo do revestimento
comestivel. Os dados sdo apresentados como média * desvio padrédo (n = 3L..CRLP:
plantarum, CRLPA:L. paracasei, CRLPLPA:L. plantarume L. paracasai.

Por meio desses resultados, constata-se que cenoura minimamente processada
contendo revestimento comestivel a base de pectina de baixa metoxilacao foi capaz de
carrear as culturas probioticas, sendo uma matriz promissora para Vieiqldgtarum
(CH6072 e L286) ¢&. paracasei BGP1.

3.4. Adesdao dos revestimentos comestiveis em cenoura minimamente
processada e distribuicdo das bactérias probiotica® tecido vegetal observadas por
microscopia eletrénica de varredura

As imagens de microscopia eletrbnica de varredura das cenouras minimamente
processadas revestidas permitiram a visualizagdo das bactérias probidticas no
revestimento comestivel (Figura-®, ¢ e d) sem conferir qualquer modificagdo notavel
na adeséo do revestimento a superficie da hortalica. Em todos os casos 0s revestimentos,
a base de pectina de baixa metoxilagdo, mantiveram sua estrutura coesa porém nao
uniforme sobre a superficie da cenoura, caracterizado por alguns pontos onde houve
rompimento do revestimento devido a etapa de desidratacdo necessaria para a realizacéao
da analise de MEV.
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Verifica-se também que as células bacterianas foram incorporadas na matriz do
revestimento (pequenas formas no tipo de hastes, como indicado pelas setas) sem
alteracéo de sua morfologia encontando-se bem distribuidas por todo o tecido vegetal e
com a capacidade de permanecer embutidas no revestimento comestivel ao longo do
periodo de armazenamento das cenouras minimamente processadas revestidas. Essas
imagens demonstram que o0 revestimento comestivel a base de pectina de baixa
metoxilacdo € uma matriz promissora para a incorporacao e veiculataplaaarum
(CH6072 e L286)l.. paracasei BGP1 e a mistura de plantarum (CH6072 e L286) e
L. paracasei BGP1.

Figura 5 - Microscopia eletrbnica de varredura de cenoura minimamente processada
recobertas com revestimento de pectina de baixa metoxilagdo contendo micro-
organismos probidticos ou ndo. (A) revestimento sem adi¢cdo de bactéria probiodtica, (B)
revestimento com adi¢éo Heplantarum (CH6072 e L286), (C) revestimento com adigdo
delL. paracasei BGP1, (D) revestimento mistura com adicksd.. plantarum (CH6072e

L286) eL. paracasel BGP1.As barradde escala sdamdicadas nas imagens com aumento

de 781x (a), 4120x (b), 4000x (c), 4000x (d).

3.5. Atividade antimicrobiana das bactérias probidticas em cenoura
minimamente processada
Verificou-seque 0s revestimentos comestiveis de pectina adicionados das estirpes
probiéticas dd.. plantarum (CH6072 e L286)L. paracasel BGP1 e a mistura dessas
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bactérias ndo apresentaram (p>0,05) efeito antagonista frente as bdetécas
ATCC11229 €. innocua ATCC33090 (Tabela 3). Como os revestimentos probioticos
testados apresentaram antagonismo contra essas bactérias emvigsi€resultados

ndo apresentados) acredita-se ser necessario um periodo de adaptagdo dos micro-
organismos probidticos no revestimento antes de sua aplicacdo nos vegetais para que 0s

compostos antimicrobianos sejam produzidos e apresentem atividade antimicrobiana.

Tabela 4- Contagem padrdo em placas média (Log UECdgE. coli e L. innocua em
cenouras minimamente processadas revestidas armazenadas a 4 °C

Tratamentos E. coli (Log UFC g?) L. innocua (Log UFC g?)
CRC 6,37+0,92 a 6,01 +0,55a
CRLP 6,45+£0,96 a 6,15+ 0,68 a

CRLPA 6,69+0,70 a 6,10+ 0,70 a
CRLPLPA 6,37 £0,86 a 6,33+0,77 a

a Letras iguais nas coluna indicam valores significativamente iguais (p=@,@gordo com o teste de
comparacéo de médias Tukey. Os dados sdo apresentados como média + dégviinpad®). CRC:
controle, CRLPL. plantarum, CRLPA:L. paracasei, CRLPLPA:L. plantarume L. paracasei.

3.6. Perda de massa

A perda de massa das fatias de cenoura durante o armazenamento (Figura 6)
ocorreudemaneira gradual (p<0,06Intodas os tratamentos avaliados. A perda de massa
das cenouras minimamente processadas revestidas durante o armazenamento refrigerado
€ correspondente a perda de agua que ocorre devido a transpiracdo com consequente
desidratacdo vegetal. Constatou-se também que as amostras avaliadas ndo apresentaran
uma elevada taxa de perda de massa, tendo uma perda maxima de 4 % e que o
revestimento produzido neste estudo ndo atuou como barreira a magagidade das
amostras para o ambiente uma vez que, as cenouras revestidas nao diferiram (p>0,05)
daquelasn natura (CIN).

Resultados semelhantes foram encontrados por Wang et al. (2015) que
constataram uma perda maxima de massa de 2 % e 1 % para fatias de cenoura nao
revestidas e revestidas, respectivamente, com filmes comestiveis de puré de cenoura. Ja
Fai et al. (2016) constataram uma maior perda de massa, em torno de 21-35%, em fatias
de cenoura revestidas com filmes obtidos a partir de sub-produtos do processamento de

frutas e hortalicas.
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CIN=0,2522x-0,0907 R2?=0,977
CRC =0,28375x-0,007 R?=0,996
CRLP=0,29x+0,1R?=0,995
CRLPA=0,3025x-0,078R2=0,981
CRLPLPA=0,2069x+0,09833R?>=0,994

Perda de agua (%)

* CRC

.e.
RE|
‘I crLP
=
s

CRLPA

LeE CRLPLPA
ol ‘ ‘ ;

o] 3 6 9 12

Tempo (dias)

Figura 6— Perda de massa (%) das cenouras minimamente processadas, revestidas ou
nao, ao longo de 12 dias a 4 °C. Os dados sao apresentados como média * desvio padrao
(n = 3). CIN:in natura, CRC: controle, CRLPL. plantarum, CRLPA: L. paracasei,
CRLPLPA:L. plantarumeL. paracasa.

3.7. Firmeza
A adicao do revestimento comestivel as cenouras fatiadas ndo conferiu (p>0,05)
maior firmezeemrelacdamotratamento CIN. Entretanto, quando foi comparada a firmeza
inicial com a firmeza final das amostras constatou-se que apenas a amostra CIN
apresentou diferenga (p<0,05) entre os tempos (Tabela 5). Dessa forma, o revestimento
comestivel a base de pectina de baixa metoxilacao foi eficiente para a manugencao d

firmeza de cenouras minimamente processadas durante o armazenamento a 4 °C.

Tabela 5— Firmeza das fatias de cenoura, revestidas ou ndo, durante 12 dias de
armazenamento a 4 °C

Firmeza (N)
Tratamentos — -
Inicial Final
CIN 7,59 +£0,82 aA 10,22 + 1,74 bA
CRC 8,85 + 2,36 aA 9,29 £ 0,64 aA
CRLP 9,72+ 1,65aA 1007 + 0,97 aA

CRLPA 9,11 +1,43 aA 9,74 £ 0,39 aA
CRLPLPA 9,09+0,81 aA 10,07 £ 0,14 aA
a-b Letras mindsculas diferentes enty linhas indicam valores significativamente diferentes (p<0,05) de
acordo com o teste t. Letras mailsculas iguais nas colunas indicam idmiésativamente iguais
(p>0,05) de acordo com o teste de comparacédo de médias Tukey O@s@lagoesentados como média +
desvio padréo (n = 3). CINn natura, CRC: controle, CRLPL. plantarum, CRLPA: L. paracasd,
CRLPLPA:L. plantarume L. paracasai.

68



3.8. Avaliacao dos parametros e indice de cor de cenoura minimamente
processada

Os parametros (L*, a* e b*) e os indices de qualidade de cor (C*, Hue, IC, IB e
AE) dos diferentes tratamentos de cenoura minimamente processada foram avaliados
durante 12 dias de armazenamento refrigerado e constatou-se que o periodo de
armazenamento a 4 °C e a aplicacdo dos diferentes revestimentos comestiveis nao
apresentaram influéncia significativa (p>0,05) sobre os parametros e os indices avaliados
(Tabela 6).

De acordo com os parametros L*, a* e b* constatou que todas as amostras
analisadas tenderam a maior luminosidade na escala de cinza, a coordenada a* ao
vermelho e a coordenada &amarelo. Quando avaliado o angulo Hue, verifiseque
as amostras apresentaram-se na cor laranja e o Chroma indicou que a saturacdo das
amostras tendem a uma cor vivida. Dessa forma, destaca-se que todas as amostras
permaneceram durante todo o armazenamento com uma coloracéo laranja intensa e que
a adicdo dos revestimentos probioticos néo interferiram nessa caracteristica natural das
cenouras.

Quando avaliado o indice de cor observou-se a cor laranja nas amostras uma vez
que, IC com valores positivos entre 2 e 20 estdo associados a cores amarelo palido e
laranja escuro e entre 20 e 40 as cores profundas de laranja e vermelho escuro
(GOYENECHE et al., 2014).

Maiores valores de IB indicam o maior desenvolvimento do branqueamento
superficial. Portato verifica-seque a adicdo dos revestimentos na superficie das fatias de
cenoura nao alterou (p>0,05) as caracteristicas das amostras (Tabela 6) mas o tempo de
armazenamento ocasionou (p<0,05) um aumento deste parametro (Figura 7). Resultados
similares de aumento do indice de brancura ao longo do periodo de armazenamento de
cenouras fatiadas revestidas ou ndo foram encontrados por Fai et al. (2016), Wang et al.
(2015) e Lai; Chen; Lai (2013).
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Tabela 6- Valores médios dos parametros (L*, a*, b*) e indbegqualidade (hue, chroma, indice de-€d€, indicedebrancura- IB e diferenca
total de cor AE) da cor das fatias de cenoura ao longo do periodo de armazenamento a 4 °C

Amostra L* a* b* Hue Chroma IC B AE
CIN 63,64+0,84a 2256+1,56a 27,59+1,12a 68,00£0,02a 3564+1,79a 12,84+0,57a 49,07+161la 2,74+146a
CRC 62.29+1,78a 23,63+2,07a 29,25+2,04a 68,00+£0,02a 37,61+2,80a 12,98+0,77a 46,70+258a 4,27+289a
CRLP 61,22+1,01a 23,66+1,23a 28,84+155a 69,00£0,01a 37,30+1,91a 1341+0,55a 46,18+1,65a 2,25+1,79a

CRLPA 61,71+161a 23,09+232a 2859+1,85a 68,00+0,03a 36,76 +2,81a 13,09+0,95a 46,90+2,72a 3,10+1,92a
CRLPLPA  61,46+1,03a 21,43+3,16a 27,27+283a 66,00+0,01a 34,80+2,64a 12,95+2,75a 48,05+242a 4,79+3,82a

Letras iguais nas colunas indicam valores significativamente iguais (p>0,05yde e@m o teste de comparacdo de médias Tukey. Os dados séo presentadogdia +
desvio padréo (n = 3). CINn natura, CRC: controle, CRLRAL.. plantarum, CRLPA:L. paracasei, CRLPLPA:L. plantarum e L. paracasei.

CIN=-0,3664x2+2,0474x+47,3R2=0,963
CRC=0,0008x?+0,1083x+41,692R?=0,931
54 CRLP=0,0102x-0,1855x2+0,8180x+46,2909R2=0,989
CRLPA=0,0001x"+0,0068x°-0,1293x2+0,4112x+48,3214R?=0,999
CRLPLPA=0,0195x*-0,3268x2+0,8079x+50,3043 R2=0,9048

indice de Brancura

©- ciNn 3- crRCc A CRLP -% CRLPA - CRLPLPA
40| T T T 1
0 3 6 9 12

Tempo(dias)

Figura 7- indice de Brancura das cenoura dos diferentes tratamentos durantdepvataleira sob refrigeracdo. Os dados s&o presentados como
meédia + desvio padrdo (n =3). CIlN natura, CRC: controle, CRLP:L. plantarum, CRLPA: L. paracasei, CRLPLPA: L. plantarum e
L. paracasai.
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Segundo Fai et al. (2016), a perda de 4gua na cenoura minimamente processada
esta diretamente relacionada com a descoloracédo da superficie desta hortalica e neste
estudo corrobramos esta afirmacédo através da verificacdo do aumento do indice de
brancura e da reduzida perda de &gua durante a vida de prateleira das amostras. A ndo
alteracao do parametros de cor e dos outros indices de qualidade da cor estao diretamente
relacionados com a pequena perda de agua das amostras.

De acordo com Goyeneche et al. (2014), a diferenca total de cor é aplicada para
medir a diferenca entre duas cores de acordo com o intervalo a seguir: 0,0 a@bcadife
de nivel de traco, 0,5 a 1,5 - pequena diferenca, 1,5 a 3,0 - diferenca notavel, 3,0 a 6,0 -
diferenca apreciavel, 6,0 a 12,0 - grande diferenca e maior que 12 uma diferenca muito
Obvia. Observou-se no presente estudo uma variacdo nao significativa (p>0,05) nos
valores de AE para todos os tratamentos analisados englobando, assim, as amostras em
dois grupos: amostras que apresentaram diferenca notavel (CIN e CRLP) e amostras que
apresentaram diferenca apreciavel (CRC, CRLPA e CRLPLPA).

Portanto, a adicdo do revestimento comestivel a base de pectina de baixa
metoxilacao adicionado de bactérias probioticas ndo alterou as caracteristicas de cenoura

fatiada remetendo ao consumidor um produto similan aatura.

3.9. Anadlises quimicas de cenoura minimamente processada
O periodo de armazenamento a 4 °C nao influenciou (p>0,05) a acidez total
titulavel, o pH e o teor de soélidos solUveis totais, dos diferentes tratamentos de cenoura
minimamente processada (Tabela 7). Também, nédo foi constatada diferenca significativa
(p>0,05) entre os diferentes tratamentos para acidez total titulavel, pH e teor de sélidos
solaveis totais (Tabela 7), podensafirmar que a adi¢cdo do revestimento comesével
base de pectina de baixa metoxilacdo contendo ou nao bactéria probidtica ndo alterou

essas caracteristicas quimicas do produto.
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Tabela 7- Comparacédo das médias de acidez total titulavel (ATT), pH e sdlidos soltveis
totais (SST) do dia inicial e final de armazenamento

ATT pH SST
Tratamentos
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
CIN 1,18+ 0,21aA 0,90+0,15bA 7,22+1,68aA 6,43+0,52aA 8,25+0,66 aA 7,98 +0,42 bA
CRC 1,06 £0,36aA 0,84+0,15aA 6,28+0,08aA 6,30+x0,45aA 7,78+0,94aA 7,48+0,60 aA
CRLP 1,08+0,14aA 0,71+0,19aA 6,24+0,19aA 6,16 +£0,07aA 7,50+1,13aA 7,05+0,65aA
CRLPA 1,14+06aA 0,76 +£0,32aA 6,33+0,81aA 6,18+0,30aA 7,52+0,73aA 6,80+0,30 aA

CRLPLPA 133+0,42aA 095+0,64aA 6,41+039aA 590+0,35aA 7,68+099aA 7,17+0,53aA

Inicial: dia zero; Final: ap6s 12 dias.

a-b Letras minUsculas iguais entre as linhas indicam valores significativanfentatds (p>0,05) de
acordo com o teste t. Letras mailsculas iguais nas colunas indicam valaisasigamente iguais
(p>0,05) de acordo com o teste de comparacdo de médias Tukey. Os dagwss&tados como média
+ desvio padrdo (n = 3). CINn natura, CRC: controle, CRLPL. plantarum, CRLPA: L. paracasd,
CRLPLPA:L. plantarum e L. paracasei

4. CONCLUSAO

As condi¢des definidas neste estudo demonstraram que a adi¢do dos revestimentos
comestiveis contendo as culturas probidticals. gsantarum (CH6072 e L286),

L. paracasei BGP1 e a mistura dessas bactérias probiéticas em cenoura minimamente
processada apresentaram resisténcia em relacdo as condicdes de processamento,
armazenamento e gastrointestinas simuladas fornecendo cerca de 5,21 Log¢,UFC g
6,72 Log UFC ge 5,51 Log UFC ¢gdessas bactérias probidticas, respectivamente, em

até 12 dias de processamento. Esses valores asseguram que a ingestao de cerca de 100
de cenoura minimamente processada adicionada de revestimento comestivel contedo
L. plantarum (CH6072 e L286)L. paracasei BGP1 ou a mistura dessas culturas é a
guantidade necessaria para que o produto seja considerado probiotico.

A adicdo de revestimentos comestiveis a base de pectina de baixa metoxilacdo
contendo culturas probidticas em cenoura minimamente processada nao apresentou
atividade antimicrobiana frenteEa coli ATCC11229 el. innocua ATCC33090 e nao
alterou as caracteristicas fisicas e quimicas do produto.

O revestimento comestivel a base de pectina de baixa metoxilagdo pode atuar como
uma matriz promissora para incorporar bactérias probioticas nos alimentos e a cenoura
minimamente processada recoberta com revestimento comestivel probiético € uma

alternativa de alimento funcional de base néo lactea para o consumidor.
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CAPITULO 3

Revestimento comestivel suplementado de culturas probidticas e adicdo em goiaba

minimamente processada

RESUMO

O objetivo deste estudo foi adicionar revestimento comestivel a base de pectina de baixa
metoxilagdo contendo micro-organismos probiéticos em goiaba minimamente
processada. As goiabas minimamente processadas recobertas com revestimento
comestivel controle e contendbactobacillus plantarum (CH6072 e L286),
Lactobacillus paracasel BGP1 e a combinacdo plantarum (CH6072 e L286) e

L. paracasei BGP1 foram armazenadas a 4 °C e avaliadas quanto a qualidade
microbiolégica (fungos filamentosos e leveduras, bactérias psicrotroficas e
Salmonella sp.), viabilidade das bactérias probitticas, sobrevivéncia das culturas
probidticas ao trato gastrointestinal simulado vitro, microscopia eletrénica ed
varredura, atividade antimicrobiana frente Ea coli ATCC11229 eL. innocua
ATCC33090 eascaracteristicas fisicas (perda de massa, firmeza e cor) e quimicas (acidez
total titulavel, pH, solidos sollveis totais) durante 10 dias. A viabilidade das sultura
probidticas na goiaba minimamente processada revestidanteve (média de 7,58 Log

UFC g%) até o décimo dia de vida de prateleira. A adi¢cdo das culturas probidticas aos
revestimentos também nao alterou (p>0,05) a contagem de micro-organismos
deterioradores 8almonella sp. nas fatias de goiaba. A simulagaeitro das condi¢gbes
gastrointestinais reduziu a contageeteélulas viaveis, no decorrer da vida de prateleira,

de todos os tratamentos apresentando maior rederpdorno de 1,8 Log UFCYy solre

L. plantarum (CH6072 e L286). Comparando a viabilidade antes e ap0s a disgetéo

verificou quel. plantarum (CH6072 e L286) foi o que sofreu a menor redugao da
viabiladade (13,20%) sendo o mais resistente. A adigdo de micro-organismos probioticos
ao revestimento comestivel a base de pectina ndo alterou (p>0,05) as caracteristicas
fisicas e quimicas da fruta dos diferentes tratamentos. O periodo de armazenamento
influenciou (p<0,05) a acidez total titulavel, teor de sélidos solluveis totais, perda d
massa, firmeza e luminosidade (L*) de todos os tratamentos avaliados. A goiaba

minimamente processada recoberta com revestimentos comestiveis adicionados de
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culturas probidticas representam uma alternativa de produto ndo lacteo probidtico. O
revestimento a base de pectina de baixa metoxilacdo foi capaz de carrear culturas
probidticas constituindo numa nova forma de veiculacdo dessas bactérias para o

consumidor.

Palavras-Chave:fresh cut guava, pectina de baixa metoxilacdo, digestdo gastromtestin

invitro, lactobacilos, microscopia.

1. INTRODUCAO

Goiaba Psidium guajava L.) é uma fruta climatérica, rica em vitamina C,
carotenoides, potassio, fibras, calcio e ferro, além de possuir pro-vitamina A, vitaminas
do complexo B, baixo conteudo cal6rico e Otimo potencial antioxidante, sendo
considerada uma excelente fruta para o consumo humano. Apesar de seu valor nutritivo,
o comércio mundial de goiaba é limitado devido a sua reduzida vida de prat&ieira (
et al., 2018, uma vez que estadio de maturacdo da fruta afeta suas propriedades fisicas
e quimicas. Assim, para prolongar o periodo de armazenamento de frutas na pos-colheita
a adicao de revestimento comestivel € um método promissor que atua no controle da perda
de umidade e aroma, inibe a penetracdo de oxigénio no tecido da planta e o mr@scime
microbiano (CHANDRAHASA; LAXMIA, 2016).

O revestimento comestivel é definido como camadasdmasateriais poliméricos
que sao aplicados, como um liquido de viscosidade variada, na superficie de alimentos
por meio de imerséo, pulverizacdo ou escovagem. Muitos tipos de materiais poliméricos
com diferentes fungBes tém sido utilizados no desenvolvimento de revestimentos
comestiveis, tais como polissacarideos, proteinas e lipidios (KHARE et al., 2016).

Pectina, um polissacarideo naturalmente encontrado na parede celular de vegetais,
é capaz de formar géis fortesmafuncéo do seu carater hidrofilico apresenta a capacidade
de envolver grande quantidade de agua. Varias publicagcbes tém documentado a
efetividade dos revestimentos comestiveis de pectina para prolongar a vida de prateleira
de algumas frutas como maca, péra e meldo (BAYARRI, et al., 2014; MOREIRA et al.,
2016). O principal tipo de pectina utilizada na formulacao de revestimento comestivel é
a de baixo grau de metoxilacdo devido a sua capacidade de formar géis firnes>opH
e na presenca de jons calcio ®apromovendo maior firmeza e integridade estrutural
além de, reduzir a permeabilidade ao vapor de agua (VALDES et al., 2015).
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Os revestimentos comestiveis vem sendo estudados como bons transportadores de
compostos ativos tais como, vitaminas, antioxidantes e culturas probioticas
(SOUKOULIS et al., 2014). Probidticos sdo micro-organismos vivos que, quando
ingeridos em quantidades adequadas (6,0,0 Log UFC ¢ ou mL%') conferem
beneficios & satde do hospedeiro (FAO/WHO, 2002; LOPEZ DE LACEY et al., 2012).

O uso de probidticos tém sido elevado com o principal objetivo de refor¢car a microbiota
intestinal benéfica e inibir o desenvolvimento de bactérias nocivas (MITSUOKA, 2014).
Cada vez mais tem sido utilizada a adicdo de probidticos em alimentos, embora verifica-
sea necessidade destes micro-organismos serem mantidos vivos. A presenca das culturas
probidticas nos alimentos depende da sua formulacéo e tdepicaducao dos alimentos

de modo a fornecer mecanismos de protecdo que mast&ulas viaveis e ativas até o
momento do consumo (DA SILVA et al., 2016).

Portanto, o presente estudo objetivou avaliar a efica@atrega e manutencde
bactérias probidticas em goiaba minimamente processada por meio do uso de
revestimentos comestiveis a base de pectina de baixa metoxilacdo bem como a

conservacgao deste produto durante o armazenamento refrigerado.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Estirpes bacterianas probioticas
Estirpes probidticas comerciais Hactobacillus paracasei BGP1 foi adquirida da
SACCO Brasil (Brasil) é.actobacillus plantarum (CH6072 e L2863laChristian Hansen

(Dinamarca).

2.2. Preparo das células probiéticas

As estirpes probioticas liofilizadas foram pré-ativadas, segundo Beristain-Bauza
etal. (2016) com modificagcbes, inoculansleseparadamente uma al¢al#ecada cultura
em50mL de caldo Man Rogosa SharpMRS (Acumedia, Brasil) sendo posteriormente
incubadas a 37 °C por 16 horas. Em seguida, as culturas pré-ativadas foram
individualmente transferidas assepticamente para 350 mL de caldo MRS e mantidas a
37 °C por 24 horas. Posteriormente, o meio de cultura foi centrifugado a 7000 g por
10 minutos e @ellet de células foi ressuspendidmagua destilada estéril, obtendo uma
concentragédo de 10,0 Log UFC rhile bactéria probidtica (determinada previamente)

para inoculacéo no revestimento comestivel.
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2.3. Preparo de revestimento comestivel adicionado de bactérias probioticas
Dispersodes de pectina de baixa metoxilacdo LM-102 AS (CPKelco, Brasil) foram
preparadas por dissolucao de 3 % (w/v) de pectina em agua destilada a 70 °C. O
revestimento comestivel foi obtido por mistura da dispersdo de pectina, a temperatura
ambiente, com 3 % (v/v) de Tween 40 (Sigma Aldrich, EUA) e 2 % (v/v) de glicerol
(Vetec, Brasil) em agitador magnético (AGI 103, Nova Etica, Brasil), até completa
dissolugdo Em seguida, os revestimentos foram autoclavaalo$21 °C durante
15 minutos e resfriados a temperatura ambiente. A cada 100 mL de revestimento foram
adicionados, diretamentemL de suspenséo de células probidtidasnodo aseobter
8,0 Log UFCmL!no revestimento. Amostra controle foi preparddacordo com o
procedimento acima mencionado adicionando o mesmo volume de agua destilada estéril
sem a incorporacate célula probittica. Para a obtencéo das misturas foi adicionado uma
concentracéo de 4,0 Log UFC rhile cada cultura probiotica.
Foram obtidos os revetimentos comestiveis de pectina do tratamento controle e
contendo micro-organismos probioticas,plantarum (CH6072 e L286)). paracasei
BGP1 e a misturh. plantarum (CH6072 e L286) &. paracasel BGP1.

2.4. Selecdo e processamento minimo de goiaba
Goiabas (variedade ‘Paluma’) foram adquiridas no comércio local de Vigosa,
Brasil, no estadio de maturacédo 2, que corresponde a fase de inicio de mudanda de co
cascaleverde-escura para verde-claka.goiabas foram lavadasnagua corrente a 5 °C
e, em seguida, mergulhadas em solucdo clorada (Sufhase@00 mg ! durante
20 minutos, sendo entdo enxaguadas com solucéo clorada (Sfjraaymg [* por
5 min. Posteriormente, as goiabas foram fatiadas em rodelas de, aproximadamente, 1 cm

e foram divididas aleatoriamente em quatro lotes de 600 g para cada revestimento.

2.5. Aplicacdo dos revestimentos comestiveis em goiaba minimamente
processada

As goiabas minimamente processadas foram mergulhadas durante 3 minutos nos
revestimentos controle, contendo micro-organismos probidtiqoantarum (CH6072e
L286), L. paracasei BGP1, e a mistura de. plantarum (CH6072 e L286) coni.
paracasei BGP1 e drenadas por 1 minuto. Em seguida, as goiabas minimamente

processadas recobertas foram submergidas durante 1 remwmlucéo de cloreto de
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calcio 1 % para a formacado do gel de pectina. As goiabas minimamente processadas
revestidas (Tabelh) foram secaemsecadodebandejas (PD-150, Poldryer, Brasil) com
circulacdo de ar de 1 mts uma temperatura de 35 °C. Apds a secagem as goiabas
minimamente processada&sestidas foram acondicionadasbandejas de polipropileno

e armazenadas a 4 °C durante 10 dias.

Tabela 1- Goiabas minimamente processadas adicionadas de revestimento comestivel

Tratamentos Revestimentos
GRC Controle - Sem probidtico
GRLP Lactobacillus plantarum (CH6072 e L286)
GRLPA Lactobacillus paracasel BGP1

GRLPLPA Lactobacillus plantarum (CH6072 e L286) ¢actobacillus paracasel BGP1

2.6. Caracterizacdo do produto
As analises microbioldgicas, fisicas e quimicas foram realizadas em duplicata nos

dias de armazenamento 0, 2, 4, 6, 8 e 10.

261 Viabilidade de micro-organismos probidticos em goiaba
minimamente processada

A contagem padrdo em placas das estirpes incorporadas nos revestimentos
comestiveis aplicados na goiaba minimamente processada foi determinada através da
diluicdo de 25 gramas de cada tratamento em 225 mL de solu¢éo salina peptonada (0,85
% NacCl e 0,1 % peptona). Foram realizadas diluicdes seriadas e 1 mL de cada diluicdo
foi plaqueada pelo métogour-plateemagar Man Rogosa Sharpe - MB&svi, Brasil).
Apés a solidificagdo adicionou-se uma sobrecamada de agar MRS, e em seguida, as
placas foram incubadas em jarras de anaerobiose a 37 °C durante 72 h (RICHER,;
VEDAMUTHU, 2001). Apés o periodo de incubacéo foi realizada a contagem das
unidades formadoras de colonias (UFC) para determinar a populacdo de bactérias

probidticas na goiaba minimamente processada.

262 Sobrevivéncia das bactérias probidticas as condi¢cdes gastrointestinais
simuladasin vitro

A resisténcia as condi¢cdes gastrointestinais simuladagtro foi avaliada
segundo Liserre et al. (2007) e Buriti; Castro; Saad (2010) com modificagfes. Vinte e
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cinco gramas de cada tratamento foram diluidos em 225 mL de solucdo de cloreto de
sédio (NaCl) 0,5 % e, em seguida, simulou-se as condi¢cfes gastrointestinais. Retirou-se
10 mL da diluicdo anterior e adicionou-se 3,0"tde pepsina (pepsina da mucosa do
estdmago de suino, Sigma-Aldrich) e 0,9 mide lipase (amino lipase de Penicillium
camemberti, Sigma-Aldrich), e ajustou-se o pH para 2,3 - 2,6 com HCI 1N e incubou-se
a 37 °C sob agitacdo de 150 rpm em banho-maria (Gyratory Water Bath Shaker G76D,
New Brunswich Scientific CO, Inc. N. J., USA) durante 2 horas (fase gastrica). Na etapa
seguinte, ajustoseo pH para 5,4 - 5,7, com solucao de fosfato de sédio pH 12 contendo
bile (bile bovina, Sigma-Aldrich) e pancreatina (pancreatina de pancreas de suine, Sigma
Aldrich) na proporcgéo de 5,0 g'le 1,6 g L, respectivamente. Reincubsaasamostras
a 37 °C por 2 horas sob agitacdo de 150 rpm (fase entérica 1). Em seguida, ajustou-se
pH para 6,8 - 7,2 utilizando solu¢édo de fosfato de sddio pH 12 contendo pancreatina
(0,79 g ) e bile (7,95 g I%). Reincubou-se novamente as amostras a 37 °C por 2 horas
sob agitacdo de 150 rpm (fase entérica 2), totalizando 6 h de ensaio.

Ao término de cada fas® ensaio, aliquotas denil foram retiradas e submetidas
as diluicbes seriadas com solucéo salina peptonada e plaqueadas pelgougtpkive
em agar MRS. As placas foram incubadas em jarras de anaerobiose a 37 °C por 72 horas

e posteriormente realizaea contagem das colénias (RICHER; VEDAMUTHU, 2001).

263. Avaliacdo da adesao, distribuicdo e morfologia dos micro-organismos
probiodticos adicionados nos revestimentos comestiveis aplicados sobre as fatias de
goiaba

As goiabas minimamente processadas revestidas foram fatiadas em secc¢des de
0,5 cm x 0,5 cm com, aproximadamente, 1 mm a 2 mm de espessura. Para realizagéo da
andlise, a parte externa das fatias ficaram voltadas em direcdo ao feixe de edétrons d
maneira que o revestimento comestivel ficasse em contato com o feixe de elétrons. Para
a desidratacdo das amostras foram realizados tratamentos seriados em acetona, nas
graduagdes de 30 °GL, 50 °GL, 70 °GL por 10 minutos cada e trés tratamentos de
10 minutos, em acetona 80 °GL, 90 °GL e 100 °GL. Os cortes das fatias de goiaba foram
transferidos para o secador ao ponto critico (Critical Point Dryaodelo CPD020,
Balzers, Liechstenstein) para a desidratacéo total e, entdo metalizados com ouro em

metalizador (modelo FDU 010, Bal-Tec, Balzers, Liechstenstein) para posterior
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observacdo ao microscopio eletrébnico de varredura (modelo LEO 1430 VP Zeiss,

Cambridge, Inglaterra) e registro das imagens.

*Nota: Nao foi possivel realizar a etapa de fixacdo das células nas amostreezugoa, o revestimento
comestivel tem afinidade pela solugcédo de glutaraldeido 50 % e se desp@ngegeatais minimamente

processados.

264. Avaliagdo da qualidade microbiolégica de goiaba minimamente
processada

Contagens de bactérias psicrotroficga@monella sp. e de fungos filamentosos e
leveduras em goiaba minimamente processada dos diferentes tratamentos foram
determinadas ao longo do armazenamento refrigerado.

Para a determinacéo de bactérias psicrotroficas e fungos filamentosos e leveduras
porcdes de 25 gramedecada amostra (GRC, GRLP, GRLPA, GRLPLRA)condicbes
asseépticas foram colocades saco plastico estériEm seguida, 225nL de solucéo
salina peptona (0,1 g de peptona + 0,85 g de NaCl em agua destilada) foram adicionadas

e homogeneizadas durante 1 mineo Stomacher (Bag Mixer 400, Interscience,
Franca). Dilui¢cdes seriadas foram realizadas e 1 mL de cada diluicéo foi inoculado pelo
meétodopour plate em agar padrdo para contagem (PCA) previamente preparaso e

placas foram incubadas a 7 °C durante 10 dias para determinacdo de bactérias
psicrotroficas (COUSIN; JAY; VASAVADA, 2001) e, 0,1 mL de cadadilui¢cdo foi
espalhado sobre agar batata dextrose (BDA) previamente preparado e incubados a 25 °C
durante 7 dias para avaliacao de fungos filamentosos e leveduras (DOWES; ITO, 2001).

Para determinacdo de presenca/ausénciald®nella sp., 25 g das amostras de
goiaba minimamente processada foram homogeneizadas em 225 mL de agua peptonada
tamponada 1 % (Acumedia, Brasil) seguindo metodologia de Andreais (2001).

Todas as analises microbiologicas foram realizadas em duplicata. Os resultados foram

espressos em Log UFC g

265 Avaliagédo da atividade antimicrobiana dos revestimentos comestiveis
em goiaba minimamente processada frenteascherichia coli e Listeriainnocua

O preparo do inéculo ocorreu através da ativagdo por duas vezes consecutivas das
culturas em caldo Infusdo de Cérebro e Coracédo (BHI), onde uma algada de cada cultura
foi diluida em 50 mL de caldo BHI e incubadas a 37 °C por 16 horas. Em seguida, essas

culturas pré-ativadas foram transferidas assepticamente para 350 mL de caldo BHI e
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mantidas a 37 °C por 24 horas. Posteriormente, o caldo foi centrifugado a 7000 g por
10 minutos e @ellet de células obtido ressuspendido em agua destilada estéril de forma
a se obter 8,0 Log UFC'g

As fatias de goiaba foram imersas, separadamente, por 10 minutos nas solucdes
contendcE. coli ATCC11229 d.. innocua ATCC33090 Em seguidaasfatias de goiaba
adicionadas destas bactérias indicadoras foram recobertas com o0s revestimentos
comestiveis. A capacidade antimicrobiana dos revestimentos comestiveis foi avaliada ao
longo do armazenamento das goiabas minimamente processadas através da contagem
padracem placasdeE. coli emagar Macconkey a 37°C por 48 hords mocua emagar

Palcam a 37°C por 48 horas.

266. Determinacaodo potencial hidrogenionico, acidez total titulavel e teor

de solidos soluveis totais

A goiaba minimamente processada revestida dos quatro tratamentos foi triturada
em processador doméstico de alimentos. O pH das amostras foi determinado através de
medidor de pH (mPA-210, Tecnopon, Brasil) imergindo o potencidmetro na amostra
previamente diluida (AOAC, 2000). Ja& a acidez total titulavel foi determinada por
diluicdo de aproximadamente 10 g de cada amestE00OmL deagua destilada e adicédo
de 3 gotas de indicador fenolftaleina. Em seguida, procedeu-se a titulacdo com uma
solucdo padronizada de NaOH 0,1 mdidom o acompanhamento de pHmetro até o
ponto de viragem da fenoftaleina (pH 8,3) (AOAC, 2000). A acidez total titulavel foi
calculada em relacdo % (m/m) de acido citrico. O teor de sélidos solluveis totais foi
determinado diretamente em refratdmetro de bancada modelo ABBE (Modelo WYA-2S,
Marca Polax), a temperatura de 25 °C, sendo os resultados expressos em °Brix (AOAC,
2000).

26.7. Determinacéo da cor
A cor foi medida usando colorimetro Color Quest H (Hunter lab, Reston, Virginia,
USA) com escala CIELab (L'g* e b*). Também foi avaliado o indice de escurecimento
(IE), a intensidade de cor ou Chroma (c*) e o angulo hue (h°) através das seguintes

equacoes:

[E = [100-G—03D)] emque  x = a*+1,75-L*
0,172 (5,645-L%) + a*— (3,02:b*)

(1)
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¢ =VI(@)? + (b7 2)

h* =tan-1 . (3)

268 Perda de massa

Cinco fatias de goiaba de cada tratamento foram selecionadas aleatoriamente e
pesadas no inicio da vida de prateleira e a cada 2 dias de armazenamento. A perda de
massa foi calculada para cada tratamento e convertida em porcentagem por meio da

divisdo do peso apds o armazenamento pelo peso inicial registrado.

269. Determinacéo da firmeza

A firmeza das amostras foi determinada em texturdbmetro TA-TX2 (Texture
Technologies Corp./Stable Micro systems) com célula de dafgkg e sonda cilindrica
de 5 mm de diametro (Aluminum Cylinder Probe SMS,P/25). As amostras foram
comprimidas na regido do mesocarpo da fruta, em 30 % da altura original, em um ciclo
de compress&o, com velocidade de pré-teste de 2Ymesse de 1 mnt'se pos-teste de
2 mm st Os indices de firmeza foram calculados a partir das curvas caracteristicas do
perfil de textura gerada no programa Texture Expert Stable Micro Systems, sendo os
resultados expressos em Newton (N).

2.7. Analise estatistica
Foi utilizado Delineamento Inteiramente Casualizawalparcelas subdivididas, em
gue nas parcelas foram avaliados os tratamentos e nas subparcelas os tempos de
armazenamento. Os dados obtidos foram interpretados por andlise de variancia
(ANOVA) utilizando testd-, teste t e teste de Tukey para compardednédias e analise
de regressao ao nivel de 5 % de probabilidade. Para isso foi utilizado o programa
Statistical Analysis Systems (SAS), versao 9.2, licenciado pela Universidade Federal de

Vigosa.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Viabilidade das culturas probiéticas

Os tratamentos adicionados de revestimento comestivel contendo culturas

probidticas constatou-se que apresentaram contagem acima de 7,0 Log UFC g
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(Tabela 2). Segundo Kechagia et al. (2013), para um produto ser considerado probidtico
ele deve conter uma concentragdo minima de 6,0 Log UF€omlg. Dessa forma
pode-se afirmar que a goiaba minimamente processada revestida € um alimento

potencialmente probidtico.

Tabela 2- Contagem média de bactérias probioteagjoiaba minimamente processada
revestidas durante 10 dias de armazenamento a 4 °C

Tratamentos Ndamero de células viaveis (Log UFCY
GRC 0,00+ 0,00 c
GRLP 7,95+051a
GRLPA 7,72+0,44 a
GRLPLPA 7,08+0,36 b

Médias seguidade letras iguais nao diferem ensiao nivel de5% de probabilidade pelo teste Tukey. Os
dados sdo apresentados como média = desvio padrdo (n = 3). GRC: C@RbRe, L. plantarum,
GRLPA: L. paracasei, GRLPLPA:L. plantarum em combinacgé&o coin paracasei.

O periodo de armazenamento influenciou (p<0,05) a viabilidade das culturas
probioticas e todos os tratamentos apresentaram reducéo da contagem durante os 10 dias
de armazenamento a 4 °C (Figura 1). Mesmo com essa reducdo na contagem de células
viaveis o produto obtido oferece ao consumidor em até 10 dias de armazenamento
quantidade suficiente de bactérias probibticas para promover beneficios ao organismo
hospedeiro, uma vez que o recomendado é que os produtos probidticos contenham o
minimo de 6,0 Log UFC “fdestes micro-organismos para que os beneficios da sua
ingestao sejam obtidos pelos consumidores (TRIPATHI; GIRI, 2014).

%7 A cree GRLP=-0,0078x+0,1333x2-0,6288x+8,565R=0,973

GRLPA=0,0227x%*-1,3530x2+1,5296x+6,5160R2?=0,973
GRLPLPA=-0,0048x°+0,0932x2-0,513x+7,658R?=0,985

-%- GRLPA

& GRLPLPA

Contagem de células viaveis (Log UFC g™")

Tempo(dias)

Figura 1 - Contageme micro-organismos probioticos nas fatikesgoiaba minimamente
processada revestidas armazenadas por 10 dias a 4 °C. Os dados sdo apresentados com
média + desvio padréo (n = 3). GRUR plantarum, GRLPA:L. paracasei, GRLPLPA:
L. plantarum em combinacao comn. paracasei.
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3.2. Resisténcia das bactérias probidticas as condi¢cdes gastrointestinais
simuladasin vitro

Constatousequeasamostras revestidas submetidasondicdes gastrointestinais
simuladasin vitro apresentaram diminuicdo (p<0,05) da contagem das bactérias
probidticas ao longo do periodo de armazenamento (Figura 2). Verificou-se também que
para todos os tratamentos avaliados é necesséario um consumo minimo de 100 gramas de
goiaba minimamente processada revestidas para que o consumidor obtenha a quantidade

ideal de bactérias probidticas.

GRLP=-0,1291x*+0,7137x?-0,9256x+3,7950R? =0,977
GRLPA=-0,0083x%*+0,1417x?-0,6055x+8,05R?=0,889
GRLPLPA=0,0298x2-0,3435x+5,1769R?=0,766

®

2 A GRLP

-¥- GRLPA

Contagem de células viaveis (Log UFC g™")

-~ GRLPLPA

T T T T T 1
o) 2 4 6 8 10

Tempo(dias)

Figura 2 - Contagem de bactérias probidticas resistentes as condicfes gastrointestinais
simuladasin vitro ao longo do periodo de armazenamento a 4 °C. Os dados sao
apresentados como média + desvio padrdo (n = 3). GRLBtantarum, GRLPA: L.
paracasei, GRLPLPA:L. plantarum em combinac¢ao coin. paracasai.

Pdde-se verificar também que logo apds o processamento goiaba minimamente
processada contendo revestimento comestivellcgtantarum (CH6072 e L286) foi a
que apresentou a maior resisténcia (perda de 13,20%) as condi¢cdes gastrointestinais
simuladas, seguido do tratamento contelndoaracasei BGP1 (perda de 21,33%) e do
tratamento contendo a mistura de culturas probioticas (reducdo de 29,44%) (Figura 3).
Apesar da reducdo na contagem de bactérias probidticas todos os tratamentos fornecem
ao consumidor a quantidade minima de 6,0 Log UFCdg micro-organismos

probioticos desde que sejam ingeridos pelo menos 100 g do produto.
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Depoisdafaseentérica2

13,20%

Contagem de células vidveis (Log UFC g™")

GRLP GRLPA GRLPLPA

Tratamentos

Figura 3— Comparacao da contagem padrdo em placas de bactérias probidticas antes e
apos a simulacdo das condicbes gastrointestimai@tro de goiaba minimamente
processada logo apds o processamento. GRLPBlantarum, GRLPA: L. paracase,
GRLPLPA:L. plantarum em combinacao coln. paracasel.

3.3.  Micorscopia Eletronica de Varredura

Constatou-se por microscopia eletrénica de varredura completa incorporagéo das
bactérias probiodticas no revestimento comestivel adicionado as goiabas minimamente
processadas (Figura-4b, c e d) e que ndo houve modificacdo notavel na adesao do
revestimento a superficie da fruta. Em todos os casos o0s revestimentos a base de pectina
de baixa metoxilacdo mantiveram sua estrutura coesa porém ndo uniforme sobre a
superficie da fruta, caracterizado por alguns pontos onde houve rompimento do
revestimento devido a etapa de desidratacdo necessaria para a realizacdo da analise de
MEV.

Verificou-se também que as células bacterianas foram incorporadas na matriz do
revestimento (pequenas formas no tipo de hastes, como indicado pelas setas) sem
alteracdo de sua morfologia encontrando-se bem distribuidas por todo o tecido vegetal e
com a capacidade de permanecer embutidas no revestimento comestivel ao longo do
periodo de armazenamento das goiabas minimamente processadas revestidas. Essas
imagens demonstram que o0 revestimento comestivel a base de pectina de baixa
metoxilacdo € uma matriz promissora para a incorporacéo e veiculataplagarum
(CH6072 e L286)\.. paracasei BGP1 e a mistura de plantarum (CH6072 e L286) e
L. paracasei BGP1.
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Figura 4 - Microscopia eletrénica de varredura de fatias de goiaba recobertas com
revestimento de pectina de baixa metoxilacdo contendo bactérias probiéticas ou néo. (A)
revestimento controle, (B) revestimento cdm plantarum (CH6072 e L286), (C)
revestimento conh.. paracasel BGP1, (D) revestimento mistura das culturas. As barras

de escala séo indicadas nas imagens com aumento de 781x (a), 4120x (b), 4500x (c),
4000x (d).

3.4. Atividade antimicrobiana dos revestimentos comestiveis adicionados
na superficie de fatias de goiaba minimamente processada

Verificou-se que os revestimentos comestiveis de pectina adicionados das
bactérias probioticas ndo apresentaram (p>0,05) atividade antimicrobiana em relagéo a
E. coli ATCC11229 el. innocua ATCC33090 (Tabela 3). Em estudo realizado
anteriormente 0s revestimentos probiéticos testados apresentaram antagonismo em teste
in vitro contra essas bactérias (resultados ndo apresentados). Portanto, considera-se
necessario um periodo de adaptacdo dos micro-organismos probiéticos no revestimento
antes de sua aplicagcdo nos vegetais para que 0S compostos antimicrobianos sejam
produzidos, liberados e tenham efeito contra micro-organismos indesejaveis.
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Tabela 3 - Valoredacontagem média (Log UFCYydeE. coli eL. innocua emfatias de
goiaba minimamente processada com revestimento contendo bactérias probioticas
armazenadas a 4 °C

E. coli ATCC11229 L. innocua ATCC33090
Tratamentos
(Log UFC g} (Log UFC g9
GRC 6,84 +0,76 a 6,62+155a
GRLP 6,72+0,77 a 657+1,48a
GRLPA 6,78 +0,68 a 6,54+161a
GRLPLPA 6,27 + 0,66 a 6,72+ 1,66 a

a Letras iguais nas coluna indicam valores significativamente iguais (px& G®ordo com o teste de
comparacdo de médias Tukey. Os dados sdo apresentados como média + deéaviinpa®). GRC:
Controle_, GRLPL. plantarum, GRLPA: L. paracasei, GRLPLPA:L. plantarum em combinag&o cor.
paracasei.
3.5. Qualidade microbiolégica de goiaba minimamente processada

adicionada de revestimento comestivel

Os revestimentos comestiveis atuam como barreira, principalmente contra a
excessiva perda de agua e crescimento microbiano (FORATO et al., 2015). Contatou-se
gue nao houve diferenca (p>0,05) na contagem de fungos filamentosos e leveduras e de
micro-organismos psicrotroficos entre os tratamentos (Tabela 4). Portanto, a adicdo de
culturas probioticas ao revestimento ndo reduziu a contagem de micro-organismos
deterioradores, no entanto, verifica-se uma contagem aceitavel para o consumo durante
toda a vida de prateleira das fatias de goiaba minimamente processada revestidas.

Também, constatoseauséncia d&€almonella sp.em 25 gde goiaba minimamente
processada adicionada de revestimento comestivel durante todo o periodo de
armazenamento do produto. Os diferentes tratamentos de goiaba minimamente
processada revestida atenderam a RDC n. 12 (BRASIL, 2001) que estabelece padrbes de
seguridade microbioldgica para frutas fres¢asjatura, preparadas ( descascadas ou
selecionadas ou fracionadas) sanificadas, refrigeradas ou congeladas, para consumo

direto.
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Tabela 4 - Valores da contagem de bactérias psicrotroficas e fungos filamentosos e
leveduras em fatias de goiaba revestidas durante 10 dias de armazenamento a 4 °C

Tratamentos Psicrotroficos Fungos Filamentosos e Leveduras
(Log UFC g9 (Log UFC g%
GRC 391+196a 254+0,81a
GRLP 344+1,72a 2,51+0,78 a
GRLPA 327+t122a 252+1,18a
GRLPLPA 3,84+0,96 b 2,44+059 a

Médias seguidas de letras iguais na coluna néo diferem entre si ao nivel de 5%biidade pelo test
Tukey. Os dados sdo apresentados como média + desvio padréo (n = 3LdBRAe, GRLP:
L. plantarum, GRLPA:L. paracasei, GRLPLPA:L. plantarum em combinacédo com paracasei.

Ao longo do tempo de armazenamento, constatou-se aumento (p<0,05) das
bactérias psicrotroficas e dos fungos filamentosos e leveduras ocorrendo um

comportamento similar de crescimento para os todos os tratamentos (Figura 5).

] (A)

GRC=0,0169x2+0,3071x+1,74R?=0,740
GRLP =-0,0165x2+ 0,6273x + 0,9116 R?= 0,899

GRLPA =-0,0047x2+ 0,3527x +1,684 R?>= 0,780

Psicrotroficos (LogUFCg™)

A"— "% GRLPA

=0~ GRLPLPA

0 2 4 6 8 10
Tempo(dias)

57 GRC=-0,0022x%+0,0294x2+0,1265x+1,503R2=0,799 (B)
GRLP=-0,0055x%+0,0734x-0,0222R?*=0,788
GRLPA=-0,0021x%+0,0085x%+0,2935x+1,375R?=0,812

4 GRLPLPA=-0,0017x%*+0,0157x2+0,1338x+1,503R?=0,8029

-~ GRLPLPA
0 T T T T 1

Fungos filamentosos e Leveduras (UFC g™)

0 2 4 6 8 10
Tempo(dias)

Figura 5 - Contagem de bactérias psicrotréficas (A) e de fungos filamentosos e leveduras
(B) de goiaba minimamente processada reveatdiango do periodo de armazenamento
a 4 °C. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo (n=3). GRC: Controle,
GRLP: L. plantarum, GRLPA: L. paracasei, GRLPLPA:L. plantarum em combinacao
comL. paracasel.
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A goiaba minimamente processada recoberta com revestimento comestivel a base
de pectina de baixa metoxilacdo é um alimento seguro estando proprio para o consumo
humano ao longo de 10 dias de armazenamento a 4 °C e, a aplicacdo do revestimento
comestivel probiético em goiaba € uma alternativa de alimento funcional de base néo

lactea para o consumidor.

3.6. Caracteristicas fisicas e quimicas de goiaba minimamente processada

adicionada de revestimento comestivel

O revestimento comestivel de pectina de baixa metoxilacdo apresentou boa adesao
nas fatias de goiaba minimamente processada, conferindo brilho as frutas, além de néo
apresentar textura pegajosa e aroma ap0os sua completa secagem.

N&o houve diferenca significativa (p>0,05) para os parametros de pH, acidez total
titulavel, teor de soélidos sollveis totais, perda de massa e firmeza. Assim, a adicdo de
culturas probidticas nos revestimentos comestiveis ndo alterou as caracteristicas da

goiaba minimamente processada (Tabela 5).

Tabela 5 - Valores médios das caracteristicas fisicas e quimicas das fatias de goiaba
minimamente processada revestidas e armazenadas a 4°C

Tratamentos pH ATT (%) SST (°Brix)  Perda de massa (%) Firmeza (N)
GRC 391+0,09a 843+0,76a 8,53+0,90a 453+2,62a 3540+491a
GRLP 3,90+0,07a 8,35+067a 8,63+0,92a 414+243 a 37,62+ 7,07 a
GRLPA 3,93+0,07a 8,65+069a 8,50+0,67a 435+272a 35,07+6,19a
GRLPLPA 393+0,06a 8,31+057a 8,42+0,66a 3,78+2,36 a 33,55+6,62a

Médias seguidas de letras iguais na coluna nédo diferem entre si ao nivel der#abididade pelo teste
Tukey. Os dados sao apresentados como média + desvio padrdo (n = 3)C@RGCle, GRLP.L.
plantarum, GRLPA:L. paracasel, GRLPLPA:L. plantarum em combinac¢do cofin paracasei.

Com excecéao do pH, todos os parametros avaliados para os diferentes tratamentos
sofreram influéncia (p<0,05) do periodo de armazenamento. Houve aumento (p<0,05) da
acidez total titulavel durante a vida de prateleira de goiaba minimamente processada
revestida pelos tratamentos controle e adicionados de culturas probiéticas (Figura 6).
Geralmente, durante a maturacado, a acidez das frutas tende a diminuir, entretanto, pode
ocorrer um aumento desse parametro em algumas variedades de goiaba uma vez que,

durante o amadurecimento sédo produzidos acidos orgéanicos tais como acido ascorbico,
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acido citrico, acido tartarico e acido malico (MAHMOOQOD et al., 2012). O aumento da
acidez total titulavel durante o armazenamento também pode ocorrer devido ao baixo
metabolismo respiratorio dos vegetais gerando o acumulo de acidos nos vacuolos
(ALVES et al, 2010). Resultados semelhantes foram obtidos por Vishwasrao;

Ananthanarayan (2016), avaliando goiaba revestida por hidroxipropilmetilcelulose.

GRC=0,0136x°-0,2386x%+1,2032x+7,0925R?=0,937
GRLP=0,0992x+7,8538R?=0,723
GRLPA=-0,0399x%+0,3921x+8,09037R?=0,7103
GRLPLPA=0,0095x%-0,1410x2+0,5713x+7,7576R?>=0,775

Acidez Total Titulavel
(% de acido citrico)

GRLP

GRLPA

GRLPLPA

4T T T T
0 2 4 6

1
10

=
_A.
*
_Q
6

Tempo(dias)

Figura 6 - Variacdo da acidez total titulavel dos tratamentos avaliados (revestimentos
controle e adicionados de culturas probiéticas) ao longo de 10 dias de armazenamento a
4 °C. Os dados séo apresentados como média + desvio padréo (n = 3). GRC: Controle,
GRLP: L. plantarum, GRLPA:L. paracasei, GRLPLPA:L. plantarum em combinagéo

comL. paracasei.

A reducaalesdlidos soluveis totammfrutas fatiadas revestidas tem sido associada
por alguns autores com a reducdo da taxa respiratdria e da atividade metabdlica que
ocorrem durante o armazenamento (GOL; PATEL; RAO, 2013), uma vez que, O
abaixamento da taxa de respiragdo acarreta na diminuicdo da sintese e da utilizacdo de
metabdlitos, resultando num menor teor de sélidos solUveis ati@viglsolise mais lenta
de carboidratos em aclucareSQUINO; BLANK; SANTANA, 2015). No presente
estudo, o teor de sdlidos soluveis totais de todos os tratamentos reduziu (p<0,05) durante
o0 armazenamento refrigerado (Figura 7). Esses resultados demonstram que a pectina de
baixa metoxilacdo tem propriedade filmogénica, resultando na formacdo de um
revestimento semi-permeavel em torno das fatias de goiaba minimamente processada, o
gue modifica a atmosfera do produto através da reducde de®elevacdo de C@
reduz a evolugdo de etileno, o que acarreta numa menor reducdo do teor de sdlidos

soluveis.
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GRC=0,0394x2-0,5262x+9,7131R2=0,7475
GRLP=-0,1529x+9,392R?=0,968
GRLPA=-0,1286x+9,143R?=0,731
GRLPLPA=-0,0962x+8,903R2=0,724

B erc
-A- GRrLP
‘¥ GRLPA

- GRLPLPA

Sélidos Soluveis Totais (°Brix)

6 T T T T 1
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Tempo(dias)

Figura 7 - Variacdo do teor de sélidos sollveis (°Brix) das fatias de goiaba revestidas
(controle e adicionadas de culturas probidticas) ao longo de 10 dias de armazenamento a
4 °C. Os dados sao apresentados como média = desvio padrdo (n = 3). GRC: Controle,
GRLP: L. plantarum, GRLPA: L. paracasei, GRLPLPA:L. plantarum em combinacao

comL. paracasei.

A perda de massa é considerada um indicador de frescor de frutas uma vez que
ela ocorre, principalmente, como desidratacdo sendo mais acentuada em vegetais
minimamente processados, ja que a desidratacao ocorre facilmente através do corte na
superficie. Constatou-se no presente estudo que, a perda de massa aumentou
significativamente (p<0,05) ao longo do periodo de armazenamento em todos os
tratamentos (Figura 8). Verificou-se que todos os tratamentos apresentaram perda de
massa similar (Tabela 5) mostrando a eficacia do revestimento ddyssgina e que as
culturas probidticas adicionadas nado influenciaram (p>0,05) a perda de massa das
amostras. Contatou-se também que a perda de massa foi mais acentuada, em média de
5 %, a partir do 8° dia de armazenamento a 4° C. Resultados semelhantes foram
encontrados por Vishwasrao; Ananthanarayan (2016), ao verificarem que goiabas

revestidas com hidroxipropilmetilcelulose apresentaram uma controlada perda de massa.

92



127 B crc %* GRLPA
GRC=0,7563x-0,0092R2=0,972

GRLP =0,7155x-0,1302 R?=0,950 -A- GRLP -®- GRLPLPA
107 GRLPA=0,803x-0,3881 R?=0,951
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Perda de Massa (%)

Tempo(dias)

Figura 8 - Variacdo da perda de massa dos diferentes tratamentos de fatias de goiaba
revestidasolongo do periodo de armazenamento refriger@ddados sédo apresentados

como média + desvio padrédo (n = 3). GRC: Controle, GRLPBtantarum, GRLPA:L.
paracasel, GRLPLPA:L. plantarumem combinacao coin. paracasel.

A firmeza é um dos atributos fisicos mais importantes ha manutencéo da qualidade
de vegetais minimamente processados e esta associada ao amadurecimento dos vegetais
As fatias de goiaba minimamente processada dos tratamentos apresentaram reducéo
significativa (p<0,05) da firmeza ao longo do periodo de armazenamento (Figura 9).

Essa reducdo na firmeza das frutas € esperada, uma vez que durante o
armazenamento continua ocorrendo a atividkeEnzimas hidroliticas, principalmerde
pectinametilesterase e poligalacturonase, que promovem intensa solubilizacdo dos
constituintes da parede celular do vegetal. Além disso, nos tecidos vegetais lesionados
ocorre aumento da producdo de etileno, que acelera a deterioracdo e a senescéncia,
promovendo um aumento na atividade enzimatica sobre os componentes da parede
celular, o que causa flacidez no tecido vegetal (FORATO et al., 2015).

Alteracdes na resposta mecanica de frutas também sé&o atribuidas a transformacdes
na estrutura celular do tecido durante o amadurecimento e senescéncia, por ocorrer um
enfraquecimento das for¢cas de unido das células através da lamela média (CHIRALT et
al., 2001), além da reducdo no teor de agua, com consequente perda de turgor celular,
contribuindo para a diminuicdo da firmeza das frutas (PERDONES et al. 2012). Estes
resultados corroboram com os encontrados por Ferato(2015), que avaliaram goiabas

revestidas com goma-carboximetilcelulose.
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GRC=-0,4276x+36,00R?=0,602
GRLP=-33,2179x+4371R?=0,999
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Figura 9 - Variacdo da firmeza (N) das fatias de goiaba dos diferentes tratamentos
avaliadosaolongo de 10 dias de armazenamento a ©%¥dados sao apresentados como
média *+ desvio padrao (n = 3). GRC: Controle, GRLPplantarum, GRLPA: L.
paracasel, GRLPLPA:L. plantarum em combinacao coin. paracasel.

A partir da determinacgéo da cor dos diferentes tratamentos (controle e adicionados
de culturas probidticas) foi constatado que ndo houve diferenca significativa (p>0,05)
entreasamostras para todos os parametros avaliados (L*, a*, b*, indice de escurecimento,

chroma e hue) (Tabela 6).

Tabela 6- Variagcdes nos parametros de cor de fatias de goiaba revestidas com pectina
(controle e adicionada de culturas probidticas) durante 10 dias de armazenamento a 4 °C

o Indice de
Luminosidade  Coordenada  Coordenada .
Tratamentos Escurecimento  Chroma (c*) Hue (°h)
(L) a* b*
(IE)
GRC 61,71+526a 16,35+3,35a 20,33+2,88a 58,04+10,82a 26,20+3,65a 51,31 +5,48 a

GRLP 60,76 +2,35a 18,19+3,11a 19,13+148a 58,42+582a 26,47+2,79a 46,82+4,39a
GRLPA 67,29+238a 14,43+2,89a 20,39+195a 5093+645a 2507+2,68a 54,92+4,48a
GRLPLPA 64,78 +3,47a 1491+2,72a 21,26+2,40a 5580+853a 26,04+3,03a 5509+448a

Médias seguidas de letras iguais na coluna n&o diferem entre si ao nivel d@&siabilidade pelo teste
Tukey. Os dados sdo apresentados como média = desvio padrdo (n = 3)C@RGCle, GRLP:L.
plantarum, GRLPA:L. paracasel, GRLPLPA:L. plantarum em combinac¢ao cofn paracasei.

7

A cor é um importante indicador de maturacdo de frutas e é utilizada pelos
consumidores durante a aquisigdo para concluir sobre sabor e frescor das mesmas. Além

disso, a cor € uma propriedade fundamental da qualidade de frutas frescasjdajizelas
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as operacdes de descascamento e corte podem levar ao escurecimento enzimatico, o que
limitaria a vida de prateleira de frutas minimamente processadas.

A luminosidade das fatias de goiaba foi mensurada pela variacdo de escala da
coordenada L*, onde valores tendendo a 100 representam um produto mais claro. Assim,
0s resultados obtidos indicam que as amostras tornaram-se mais escuras ao longo dos
10 dias de armazenamento a 4 °C uma vez que, os valdreglaeinuiram (p<0,05) ao

longo do tempo em todas as amostras (Figura 10).

o0 GRC =-0,3443x + 63,43 R2=0,761

GRLP =-0,3701x+ 62,61 R2=0,894 'E'
GLPA=-0,116x+67,87R2=0,846
GLPLPA=-0,1189x+65,38R2?>=0,797 —A‘ GRLP

GRC

80
‘¥ GRLPA

-~ GRLPLPA

Luminosidade (L*)

507 T T T
o] 2 4 6 8 10

Tempo(dias)

Figura 10 - Variacado do parametro Luminosidade (L*) da cor das fatias de goiaba dos
tratamentos avaliados ao longo do periodo de armazenamento refrigerado. Os dados séo
apresentados como média * desvio pa¢mdo3). GRC: Controle, GRLR:. plantarum,

GRLPA: L. paracasei, GRLPLPA:L. plantarum em combinacédo com. paracasel.

J& as coordenadas a* e b* e angulo hue ndo sofreram influéncia (p>0,05) da vida
de prateleira, o que indica que a tonalidade vermelha das goiabas no dia do processamento
foi mantida ao longo dos 10 dias de armazenamento. O angulo hue mostrou que 0s
diferentes tratamentos apresentaram valores mais elevados, em média 52°, (préximo ao
guadrante amarelo), indicando que a cor estava menos vermelha, isso @aesiddio
de maturacéao ideal para producao de goiabas minimamente processadas.

Outro parametro da cor avaliado foi o indice Chroma (c*), que explica a saturagéo
ou intensidade da cor. Valores de Chroma menores correspondem ao padréo de cor mais
fraco(“aspecto fosco doobjeto”) e valores mais alt@s padraade cor mais forté“cores
vivas”), sendo o padrdo de cor mais forte o desejado para os alimentos (CARDOSO et
al., 2007). Verificou-se neste trabalho que ndo houve diferenca significativa entre as
amostras o que demonstra que a adi¢cdo das culturas probioticas nos revestimentos nao

influenciaram (p>0,05) o padrao de cor das goiabas. Carhassumi valores proximos
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a zero para cores neutras (cinza) e ao redor de 60 para cores vividas, constatou-se que
fatias de goiaba minimamente processada revestidas apresentavam sua coloracdo mais
proximas do intermediario (em média 26) entre as cores vividas e cores neutras.
Verificou-se também que o tempo de armazenamento nao alterou (p<0,05) a intensidade
de chroma das amostras.

4. CONCLUSOES

O revestimento comestivel de pectina de baixa metoxilacdo mostrou ser eficiente
para a veiculagao de plantarum (CH6072 e L286)l.. paracasel BGP1 e a mistura
dessas culturas probidticas em goiaba minimamente processada. As fatias de goiaba

minimamente processada adicionadas de revestimento comestivel contendo probioticos
apresentaram resisténcia em relacdo as condicdes de processamento, armazenamento e a
condi¢Bes gastrointestinas simulatagitro sendo consideradas veiculos de bactérias
probioticas por até 10 dias de armazenamento a 4 °C, uma vez que os resultados de
viabilidade encontrados foram similares aos de produtos lacteos disponiveis no mercado.
A adicdo de revestimentos comestiveis a base de pectina de baixa metoxilacdo contendo
culturas probidticas em goiaba minimamente processada ndo apresentou atividade
antimicrobiana frente B. coli ATCC11229 d_. innocua ATCC33090 e nédo
alterou as caracteristicas fisicas e quimicas do produto.

Portanto, levando em consideragéo o consumo crescente de frutas e hortalicas por
parte da populacéo, a goiaba minimamente processada revestida demonstra ser carreador
adequado para a incorporacdo de culturas probidticas na dieta por assegurarem a
guantidade minima necessaria de bactérias probidticas com a ingestéo de, cerca de, 100 g
de produto.
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CONCLUSAO GERAL

Os revestimentos comestiveis a base de pectina de baixa metoxilacdo
apresentaram-se como bons transportadores de bactérias probitticas. Além disso, alguns
revestimentos adicionados de probidticos apresentaram capacidade antimidmbiana
vitro contraE. coli ATCC11229 d.. innocua ATCC33090, o que demonstra efetividade
contra bactérias gram-negativas e gram-positivas.

Os revestimentos obtidos apresentaram boa adesdo em cenoura e goiaba
minimamente processadas o que possibilita o estudo de sua adicdo em outras frutas e
hortalicas, uma vez que as bactérias probiéticas mantiveram viaveis quando o
revestimento comestivel foi adicionado aos vegetais sem que houvesse grandes alteracdes
das caracteristicas fisicas e quimicas dos mesmos.

As frutas e hortalicas recobertas com o revestimento comestivel adicionado de
probidticos € uma nova alternativa de produto potencialmente probidtico de base néo

lactea acessivel a toda populacao.
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