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RESUMO

MARTINS, Eliane Mauricio Furtado, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
Julho de 2012. Viabilidade do uso de salada de frutas minimamente
processada como veiculo de micro-organismos probioéticos. Orientador:
Afonso Mota Ramos. Coorientadores: Claudia Lucia de Oliveira Pinto e
Paulo César Stringheta.

Estudos mostram que a matriz vegetal pode carrear culturas probibticas.
Assim, a viabilidade de utilizacdo de saladas de frutas minimamente
processadas como veiculo de L. rhamnosus HNOO1, L. acidophilus LA-5 e L.
plantarum foi objeto de estudo deste trabalho. Objetivou-se também avaliar a
eficiéncia de compostos redutores a fim de retardar o escurecimento das
frutas; determinar a viabilidade das bactérias probidticas no produto; verificar
sua adesdo nas frutas por microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e
determinar caracteristicas fisico-quimicas, vitamina C, carotendides totais,
caracteristicas microbiolégicas e sensoriais da salada ao longo do
armazenamento. Foram avaliados 4 antioxidantes na salada de frutas
adicionada de L. acidophilus. Andlises de polifenoloxidase (PPO) e cor foram
realizadas. Avaliou-se também a viabilidade das culturas probiéticas e a
adesdo por MEV. Determinou-se pH, acidez, sélidos soluveis, textura,
vitamina C, carotendides totais, psicrotroficos, coliformes a 30 °C e 45 °C e
Salmonella sp. na salada de frutas. Para a analise sensorial utilizou-se
escala hedonica de 9 pontos. Verificou-se diferenca significativa (p<0,05) da
atividade de PPO entre a salada de frutas controle e as tratadas com acido
ascorbico 1% e 2 % e cloridrato de cisteina 0,5% e 1 %, sendo o acido
ascérbico 1 % selecionado como agente inibidor do escurecimento da
salada. A cor das frutas foi afetada pelo processamento e pelo periodo de
armazenamento. A viabilidade de L. acidophilus nas saladas contendo os
compostos inibidores em maiores concentracées foi acima de 7,43 Log
UFC/g até o quinto dia de estocagem. Constatou-se ainda que L. rhamnosus
foi a cultura de maior viabilidade (p<0,05) na salada de frutas, apresentando
8,49 Log UFC/g durante o periodo de armazenamento do produto.
Constatou-se por MEV que os tecidos das frutas danificados pelo
processamento serviram de abrigo para as culturas probi6ticas, constituindo-

se em sitios de adesdo. Observou-se ainda alto nimero de L. rhamnosus, L.
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acidophilus e L. plantarum aderidos a superficie das frutas. Verificou-se
maior adesdo das culturas probidticas em banana, macd e goiaba.
Constatou-se também que a adicdo de L. rhamnosus e L. plantarum nao
alterou a textura das frutas presentes na salada (p>0,05). As saladas de
frutas adicionadas de L. rhamnosus apresentaram valores de pH e acidez
diferentes das saladas de frutas do tratamento controle (p<0,05). Houve
reducdo do teor de vitamina C ao longo do tempo, sendo que as saladas
contendo L. rhamnosus apresentaram maior conteudo de vitamina C
(p<0,05) comparada ao tratamento controle, até as 72 horas de
armazenamento, devido as frutas deste tratamento serem imersas em
solucdo de acido ascorbico 1 %, que contribuiu para enriquecer a salada de
frutas. Nao se observou degradacao significativa (p>0,05) de carotendides
totais ao longo do periodo de armazenamento. As saladas de frutas
contendo culturas probidticas apresentaram contagens de micro-organismos
psicrotroficos de, no minimo, 2,0 Log UFC/g inferiores as saladas controle
por até 120 horas de armazenamento a 8 °C. Além disso, a salada atendeu
aos padrdes microbioldgicos estabelecidos pela legislacdo vigente. As
saladas de frutas controle e contendo L. rhamnosus foram bem aceitas pelos
consumidores, com notas acima de 7,0, gostei moderadamente, na escala
heddnica de nove pontos para os atributos cor, sabor e impresséao global.
Portanto, saladas de frutas podem ser usadas como um veiculo promissor
de bactérias probidticas e representam uma alternativa de consumo de

alimentos funcionais para a populagao.
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ABSTRACT

MARTINS, Eliane Mauricio Furtado, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
July, 2012. Viability of the use of minimally processed fruit salad as a
vehicle of probiotics microorganisms. Adviser: Afonso Mota Ramos. Co-
advisers: Claudia Lucia de Oliveira Pinto and Paulo César Stringheta.

Studies show that the vegetable matrix can carry probiotic cultures. Thus, the
feasibility of using minimally processed fruit salads as a vehicle for L.
rhamnosus HNOO1, L. acidophilus LA-5 and L. plantarum was the subject of
this work. Moreover, we aimed to evaluate the effect of reducing compounds
in order to retard the browning of fruits and determine the viability of probiotic
bacteria in the product, verify its adhesion in fruits by electron microscopy
(SEM) and determine the physico-chemical, vitamin C, carotenoids,
microbiological and sensory characteristics of the salads during cold storage.
We evaluated four antioxidants in fruit salad added of L. acidophilus. Analysis
of polyphenol oxidase (PPO) and color were made. We also evaluated the
viability of the probiotic cultures and accession by SEM. It was determined
pH, acidity, soluble solids, texture, vitamin C, carotenoids, psychrotrophs,
coliforms at 30 °C and 45 °C and Salmonella sp. in fruit salad. Hedonic scale
of 9 points was used for sensorial analysis. There was significant difference
(p <0.05) in PPO activity between control fruit salads and treated with
ascorbic acid 1 % and 2 % and cysteine hydrochloride 0.5 % and 1 %.
Ascorbic acid 1 % was selected as an inhibitor of browning of salad. The
color of the fruit was affected by the processing and storage. The viability of
L. acidophilus in salads containing inhibitor compounds at higher
concentrations was above 7.43 log CFU/g until the fifth day of storage. It was
further observed that L. rhamnosus was the culture of greater viability (p
<0.05) in fruit salads, with 8.49 log CFU/g during product storage. It was
observed by SEM that the tissues of fruit damaged by processing served as
a shelter for probiotic cultures, which makes it an adhesion sites. We also
observed a high number of L. rhamnosus, L. acidophilus and L. plantarum
adhered to the surface of the fruit. There was greater adhesion of probiotic
cultures in banana, apple and guava. It was also found that the addition of L.
rhamnosus and L. plantarum did not alter the texture present in the fruit salad
(p> 0.05). The fruit salad added of L. rhamnosus showed values of pH and
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acidity different from the control treatment (p <0.05). There was a reduction
of vitamin C content over time, and salads containing L. rhamnosus showed
a higher content of vitamin C (p <0.05) compared to control treatment, up to
72 hours of storage, because the fruits of this treatment were immersed in
1% of ascorbic acid, which contributed to enrich the fruit salad. No significant
degradation (p> 0.05) of total carotenoids was observed during the storage
period. The fruit salads containing probiotic cultures presented the counts of
psychrotrophic microorganisms of at least 2.0 log CFU/g lower than salads
control for 120 hours of storage at 8 °C. In addition, the salads were in
agreement with the microbiological standards established by Brazilian law.
The control fruit salads and containing L. rhamnosus were well accepted by
consumers, with scores above 7.0, like moderately, in the nine point hedonic
scale for the attributes color, flavor and overall liking. Therefore, fruit salads
can be used as a promising vehicle for probiotic bacteria and represent an

alternative to the consumption of functional foods for the population.
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1. INTRODUCAO GERAL

As frutas e hortalicas s&o alimentos que apresentam em sua
constituicdo quantidades significativas de vitaminas, minerais, fibras e
compostos antioxidantes que contribuem para uma dieta saudavel.
Entretanto, o volume de perdas desses produtos no Brasil provocados por
danos mecanicos, manuseio inadequado, ferimentos, rachaduras e abrasdes
é significativo. Acredita-se que a reducédo de perdas e desperdicios de frutas
e hortalicas seria possivel mediante o estimulo ao processamento do
alimento.

Assim, como alternativa para reducao de desperdicios, agregacéo de
valor aos produtos e em atendimento ao perfil do consumidor moderno que
tem exigido qualidade, praticidade e seguranca, foi desenvolvida a
tecnologia de processamento minimo. Os produtos minimamente
processados sdo basicamente frutas e hortalicas submetidas a diferentes
alteracdes fisicas que facilitam seu consumo, mantendo sua qualidade
semelhante a do produto fresco.

Esses produtos apresentam um mercado promissor, sobretudo nos
grandes centros urbanos e sdo notaveis os esforcos de pesquisadores e
instituicbes de ensino e pesquisa para estimular o crescimento deste
segmento no pais, por meio do incentivo ao desenvolvimento de pesquisas
técnico-cientificas e parcerias com o setor produtivo. Dentre as inovagdes na
area, 0s micro-organismos probidticos tém sido utilizados em frutas e
hortalicas frescas como promotores de saude e vém ganhando destaque
entre pesquisadores e especialistas da area de nutricdo, em funcdo dos
beneficios associados ao consumo, uma vez que esses micro-organismos
afetam beneficamente o organismo hospedeiro por meio do balanco da
microbiota intestinal e, dentre eles, aqueles pertencentes ao género
Lactobacillus sdo os mais comumente utilizados como probidticos na
alimentagao humana.

Os produtos lacteos fermentados sdo, geralmente, boas matrizes
veiculadoras destes micro-organismos. Entretanto, estes produtos ndo sao
consumidos por individuos vegetarianos, intolerantes a lactose, alérgicos as

proteinas do leite e por agueles que necessitam de uma dieta de baixo teor
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de colesterol, como os hipercolesterolémicos. Assim, outros alimentos, como
agueles a base de vegetais tem sido estudados com potencial veiculo dos
micro-organismos probiéticos, sendo os resultados promissores.

As frutas minimamente processadas sdo bem aceitas pela maioria
dos consumidores em fungao da praticidade que oferecem, uma vez que nao
necessitam das etapas de preparo para serem consumidas. Portanto, o
presente trabalho teve como principal objetivo avaliar a viabilidade de micro-
organismos probidticos e seu uso em salada de frutas minimamente
processadas, visando oferecer uma alternativa de consumo de produto
minimamente processado com alegac¢des de propriedades funcionais.

Especificamente objetivou-se:

. Avaliar a eficiéncia de diferentes compostos redutores a fim de
retardar o escurecimento enzimético das frutas utilizadas no preparo
da salada;

e Determinar a viabilidade de micro-organismos probiéticos em salada
de frutas minimamente processadas armazenada a 8 °C;

e Verificar a adeséo, distribuicdo e morfologia dos micro-organismos
probiéticos na salada de frutas por microscopia eletrbnica de
varredura ao longo do tempo de armazenamento;

e Determinar textura, caracteristicas fisico-quimicas, vitamina C,
carotendides totais, caracteristicas microbioldgicas e sensoriais de
salada de frutas adicionada de micro-organismos probiéticos ao longo

do tempo de armazenamento.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Alimentos funcionais

O papel influente da industria de alimentos sobre a dieta e estilo de
vida da populagédo vem acompanhado do desafio de atender a demanda dos
consumidores por produtos que sejam saborosos, visualmente atrativos e
que, ao mesmo tempo, promovam salde e bem estar. Entre esses alimentos
estdo aqueles conhecidos como funcionais, por resultarem em beneficios de
saude comprovados, além dos efeitos nutricionais ja conhecidos (SAAD et
al., 2011).

O interesse pelos alimentos funcionais € crescente e tem atraido a
atencdo dos consumidores e da industria de alimentos. O mercado de
alimentos funcionais no Brasil representa, aproximadamente, 15% do
mercado de alimentos, com crescimento anual de, aproximadamente, 20%.
Este mercado, embora promissor, apresenta um grande desafio que é
conquistar a confianca do consumidor quanto as suas alegacdes funcionais,
assegurando que nao se trata simplesmente de uma estratégia de mercado
para justificar o aumento de prec¢o dos produtos (ROSA; COSTA, 2010).

O termo alimentos funcionais foi introduzido pelo governo Japonés em
meados dos anos 1980, como resultado de esforcos para desenvolver
alimentos que possibilitassem a redugcdo dos gastos com saude publica,
considerando a elevada expectativa de vida naquele pais (ARAYA; LUTZ,
2003). No Japéao, a definicdo legal de alimento funcional foi estipulada de
acordo com o Sistema “Alimento Destinado para Uso Especifico de Saude”
(Food for Specific Health Use — FOSHU) da legislacdo de alimentos
japonesa, referindo-se como alimentos usados como parte de uma dieta
normal que demonstram beneficios fisiolégicos e/ou reduzem o risco de
doencas crbnicas, além de suas funcdes nutricionais basicas (STRINGHETA
et al., 2007).

Paises como Canada, Estados Unidos, Australia e da Unido Européia
comecaram a identificar e definir os alimentos funcionais como ingredientes
naturais que atuam na melhoria de determinadas vias metabdlicas.

Entretanto, somente no Japao a expressao “alimento funcional” é definida
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por lei. Neste pais, com base no conhecimento sobre a relacdo entre o
alimento ou seus componentes e a saude, os alimentos funcionais recebem
selo de certificacdo com essa garantia (JONES; VARADY, 2008).

A legislacéo brasileira ndo define alimento funcional e sim a alegacéo
de propriedade funcional e de propriedade de saude e estabelece as
diretrizes para sua utilizagdo. Mensagens das alegac¢des foram definidas e
padronizadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
condicionando-se o beneficio alegado pelo consumo do alimento a adocao
de uma dieta equilibrada e de habitos de vida saudaveis (STRINGHETA;
AQUINO; VILELA, 2010). Assim, o alimento ou ingrediente que alegar
propriedades funcionais e, ou, de saude pode, além de suas funcdes
basicas, quando se tratar de nutriente, produzir efeitos metabdlicos e/ou
fisiologicos e/ou efeitos benéficos a saude. Estes efeitos ocorrem em sua
maioria quando o alimento € consumido como parte de uma dieta usual,
sendo seguro seu consumo sem necessidade de supervisdo médica
(BRASIL, 1999; STRINGHETA et al., 2007; ROSA; COSTA, 2010).

Segundo Arvanitoyannis; Houwelingen-Koukaliaroglou (2005), o
componente de um alimento que confere a este sua caracteristica como
funcional pode estar presente naturalmente no produto, como é o caso dos
vegetais ricos em carotendides, licopeno, flavonoides, etc., e podem ainda
ser resultado da adicdo de tais componentes, benéficos a saude, em uma
matriz originalmente isenta ou com baixa quantidade dos mesmos. Sao
muitos os fatores que vém estimulando o desenvolvimento de alimentos
funcionais ao longo dos Ultimos anos e, dentre eles, destacam-se
principalmente o aumento da expectativa de vida em paises desenvolvidos
(cujas populagdes necessitardo de cuidados hospitalares por maior periodo
de tempo), o elevado custo dos servicos de saude, os avangos na tecnologia
de alimentos e ingredientes, aléem da necessidade que as instituicdes
publicas de pesquisa tém em divulgarem os resultados de suas
investigacoes.

Os alimentos funcionais constituem prioridade de pesquisa em todo
mundo com a finalidade de elucidar os efeitos que estes produtos podem
apresentar na promoc¢ao da saude (KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008). Para
Rosa; Costa (2010), a diversidade de compostos bioativos presentes nos
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alimentos bem como sua ampla aplicacdo terapéutica, justificam a
inesgotavel busca por conhecimentos relativos as propriedades fisiologicas
ou funcionais.

Segundo Oms-Oliu; Soliva-Fortuny (2011) existe um consenso entre
pesquisadores de que o consumo de quantidades adequadas de frutas e
hortalicas é a chave para uma dieta saudavel uma vez que estes produtos
contém teores consideraveis de nutrientes funcionais como fibras, vitaminas,
minerais e compostos bioativos que auxiliam na promocdo da saude do

individuo, melhorando seu estado nutricional.

2.2. Producéao de frutas no Brasil

O Brasil € conhecido internacionalmente como grande produtor de
frutas por apresentar condicdes de clima e solo favoraveis (ABIR, 2009),
ficando apenas atras da China e da India no ranking de produtores (FAO,
2010), o que resulta em expressiva geracdo de empregos e renda e,
conseguentemente desenvolvimento do agronegaocio.

A fruticultura vem sendo considerada um dos segmentos mais
competitivos do setor agricola brasileiro. Dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2010), indicaram que o Brasil produziu 40
bilhdes de toneladas de frutas em 2010, um aumento de 2,41 % comparado
a 2009, o que demonstra o potencial produtivo do pais.

Mesmo com a elevada produtividade, o volume de perdas pos-
colheita € consideravel. Dessa forma, como alternativa a reducédo de
desperdicios, agregacdo de valor aos produtos e em atendimento a um novo
perfil de consumidor que tem exigido cada vez mais qualidade, praticidade e
seguranca, foi desenvolvida a tecnologia de processamento minimo de
frutas e hortalicas (VIANA; SABIO, 2008).

2.3. Frutas e hortalicas minimamente processadas

Os produtos minimamente processados sdo basicamente partes de
frutas e hortalicas que passaram pelas etapas de lavagem, sanitizacéo, corte

e/ou fatiamento, embalagem e armazenamento sob refrigeracdo (MORETTI,
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2007), porém sdo mantidos frescos e com qualidade para consumo, e estédo
associados a realidade da industria de alimentos que busca tecnologias de
processamento que minimizem alteragdes sensoriais e nutricionais do
produto.

Estes alimentos apresentam qualidade semelhante a do produto
fresco, uma vez que contém tecidos vivos, sdo naturais e praticos, o que
atende, consequentemente as exigéncias da vida moderna (HERNANDES et
al., 2007). Assim, podem ser denominados também de levemente
processados, parcialmente processados, cortados frescos (fresh-cut) ou
ainda pré-preparados (MORETT]I, 2007).

O mercado de frutas minimamente processadas ou prontas para
consumo tem expandido mundialmente (MARTIN-BELLOSO; SOLIVA-
FORTUNY, 2011) como consequéncia do aumento da demanda dos
consumidores por produtos saudaveis e que oferecam praticidade. No Brasil,
0 mercado desses produtos embora seja incipiente e restrito aos grandes
centros urbanos, aponta para um futuro promissor, uma vez que tem
crescido consideravelmente, em virtude da melhoria da qualidade dos
produtos ofertados, da necessidade de habitos de vida mais saudaveis para
reducdo do estresse e manutencao da aparéncia jovem, do maior niumero de
mulheres que trabalham fora de casa, o que diminui seu tempo para a
compra e preparo de alimentos, do maior nimero de pessoas que moram
sozinhas, do aumento da renda e da maior facilidade para adquirir produtos
ja prontos para o consumo (CARNELOSSI, 2011).

Rojas-Gral; Garner; Martin-Belloso (2011), observaram que embora a
producdo e comercializacdo de frutas minimamente processadas tenha
crescido rapidamente nos Ultimos anos, hortalicas minimamente
processadas, sobretudo na forma de saladas, dominam o setor produtivo.
Essa realidade tem levado a industria de processamento minimo a aumentar
seu investimento em pesquisa e desenvolvimento de novos produtos.

Muitas frutas, ja cultivadas no Brasil apresentam caracteristicas
desejaveis ao processamento minimo, como macad, banana, melancia,
meldo, abacaxi, mamao, goiaba, manga, carambola e jaca, e sdo bem

aceitas por consumidores que buscam alimentos naturais (MORETT]I, 2007).



A elaboracdo de saladas de frutas é uma alternativa viavel para a
cadeia de processamento minimo, considerando a praticidade oferecida ao
consumidor que adquire uma diversidade de frutas prontas para o consumo.
Rosado; Pires e Peres (2008), em um estudo sobre mercado de salada de
frutas minimamente processadas, verificaram que, aproximadamente, 80 %
dos entrevistados consomem salada de frutas caseira e apenas 20 % né&o
possuem esse habito. Os principais motivos pelos quais 20 % dos
entrevistados ndo consomem esse tipo de produto sdo por ndo gostarem
desse tipo de alimento (38,5 %) e por ndo estarem dispostos a prepara-lo
(61,5 %). Esses autores verificaram ainda que, em geral, os consumidores
de salada de frutas caseira utilizam, no seu preparo, frutas como banana
(87,2 %), laranja (86,2 %), maca (63,5 %), mamao (56,1 %), abacaxi (41,4
%), uva (28,1 %), manga (22,2 %), goiaba (19,2 %), morango (18,7 %),
péssego (17,2 %), tangerina (8,4 %), maracuja (7,4 %) e kiwi (5,9 %).

O maior problema do segmento do processamento minimo € a curta
vida atil dos varios tipos de produto. O processo de deterioracdo
microbiolégica libera compostos aromaticos caracteristicos, que séao
facilmente detectaveis, além de promoverem um efeito visual negativo no
alimento (MORETTI, 2007). A oxidagcdo também é um grave problema que
acomete os produtos minimamente processados. De acordo com Oliveira M.
et al. (2011) e Chitarra; Chitarra (2005), a etapa de descascamento promove
a liberacdo de exudado -celular contendo enzimas que causam
escurecimento da superficie das frutas prejudicando sua aparéncia.

Considerando esses problemas existe uma busca constante por
tecnologias que auxiliem no aumento da vida de prateleira das frutas
minimamente processadas, como uso de antioxidantes (MELO; VILAS
BOAS, 2006), irradiagdo, atmosfera modificada, peliculas comestiveis
(FONTES et al.,, 2008), utilizacdo de bactérias laticas probioticas e
produtoras de bacteriocinas (SETTANNI; CORSETTI, 2008); além do uso de
bactérias probioticas atuando na biopreservacao em servi¢os de alimentacao
(RODGERS, 2008). Outros estudos visam alterar as caracteristicas
estruturais das frutas, por modificacdo dos componentes deste produto por

meio da impregnacdo a vacuo de culturas probidticas (BETORET et al.,



2012) promotoras de saude e de outros compostos bioativos, impregnacéao a

pressao atmosférica, além de imobilizacdo dessas culturas em frutas.

2.4. Probiéticos

Diversas definicdes de probioticos ja foram publicadas, no entanto, a
aceita internacionalmente, segundo a Organizacao das Nag¢des Unidas para
Agricultura e Alimentacdo e Organizacdo Mundial da Saude, é que eles séo
micro-organismos vivos, que quando administrados em quantidades
adequadas conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2001;
Sanders, 2003). Ferreira; Silva (2010) acreditam que esta definicdo né&o
devera permanecer por muito tempo, uma vez que varios micro-organismos,
como os componentes de fermentos laticos, por exemplo, promovem
beneficios ao hospedeiro e ndo sédo considerados probidticos.

De acordo com Komatsu; Buriti; Saad (2008) existe alguns critérios
para que um micro-organismo seja classificado como probiético para uso
humano, como ser de origem humana; ndo apresentar patogenicidade;
resistir aos processos tecnolOgicos; possuir adesao aos tecidos epiteliais;
persistir no ambiente gastrointestinal; ser estavel na presenca de acido e
bile; entre outros.

As bactérias laticas, particularmente os lactobacilos (predominantes
no intestino delgado) e as bifidobactérias (predominantes no intestino
grosso) (FERREIRA; SILVA, 2010), sao conhecidos por resistir & acidez do
estbmago, aos sais biliares e enzimas pancreaticas, além de aderir a
mucosa e colonizar o trato intestinal (FIORAMONTI; THEODOROU,;
BUENO, 2003; SOCCOL et al., 2010), sendo consideradas as principais
representantes dos probidticos em alimentos, os quais sdo amplamente
empregados como ingredientes funcionais (RODGERS, 2008; SAAD et al.,
2011).

As bactérias laticas sdo cocos ou bastonetes Gram-positivos que nao
apresentam motilidade ou apresentam em raras ocasides, Ssao
fermentadoras de acUcar produzindo acido latico ou acido latico, acido
acético, etanol e CO,. Sdo encontradas em diferentes nichos ecoldgicos

como em produtos de laticinios, vegetais, carnes (principalmente
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Lactobacillus e Pediococcus), mucosa humana ou animal (basicamente
Streptococcus) e no trato digestivo (Streptococcus e Lactobacillus). Além
disso, podem apresentar-se como anaerobios, anaerébios facultativos ou
microaerofilicos e sdo considerados micro-organismos fastidiosos e
basicamente sacaroliticos (FERREIRA, 2008).

As principais bactérias probidticas utilizadas em alimentos séo
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium
(FERREIRA; SILVA, 2010). Além destes, outros como Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus paracasei, Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium
adolescentis e Propionibacterium freudenreichii tem sido frequentemente
estudados (MORAIS; JACOB, 2006). Destes micro-organismos aqueles
pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium sdo os mais
amplamente empregados e comercializados em todo o mundo (SAULNIER
et al., 2009; SAAD et al, 2011; CHAMPAGNE et al.,, 2011), por serem
isolados de todas as porcdes do trato gastrointestinal de humanos
saudaveis. O ileo terminal e o c6lon parecem ser, respectivamente, o local
de preferéncia para colonizacao intestinal dos lactobacilos e bifidobactérias
(BIELECKA; BIEDRZYCKA; MAJKOWSKA, 2002).

De acordo com Soccol et al. (2010), o potencial probidtico de
diferentes estirpes bacterianas pode diferir apesar delas pertencerem a
mesma espécie. Assim, diferentes estirpes da mesma espécie sdo sempre
Unicas e podem ter diferentes areas de aderéncia, com sitios especificos,
promovendo efeitos imunoldgicos diferenciados e, consequentemente, acdes

sobre a saude.

2.4.1. Principais géneros de bactérias probidticas: Lactobacillus e

Bifidobacterium

Lactobacillus é o principal género dentro do grupo das bactérias
laticas (ANGELIS; GOBBETTI, 2011). Sado considerados micro-organismos
de grande importancia para a industria de alimentos sendo usados em

muitas fermentagfes e, embora seu uso nas industrias de laticinios seja de
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particular importancia econémica, eles também sao essenciais na producao
de alimentos nao lacteos, como salame e conservas vegetais (FERREIRA,
2003).

As caracteristicas fenotipicas mais utilizadas na identificacdo de
Lactobacillus sao: forma, coloracdo de Gram, arranjo, motilidade, catalase,
temperatura maxima e minima de crescimento e fermentacdo de diferentes
tipos carboidratos (BOTELHO, 2005).

De acordo com Burity; Saad (2007), no Bergey’s Manual of
Determinate Bacteriology, o género Lactobacillus € descrito como um grupo
heterogéneo de bastonetes regulares, Gram-positivos e ndo esporulados.
Possuem morfologia celular variando de bastonetes longos e finos até,
algumas vezes, como bastonetes curvados e pequenos, podendo
apresentar-se na forma de cocobacilos isolados, aos pares ou formando
correntes curtas. Nao sao formadores de esporos e sao catalase negativos
(FERREIRA, 2003). Gomes; Malcata (2002) reportaram que este género
compreende 56 espécies oficialmente reconhecidas.

Os lactobacilos s&@o anaerdbios facultativos ou microaerofilos e,
guando cultivados em meios solidos, geralmente o desenvolvimento é
melhor em anaerobiose ou pressao de oxigénio reduzida. Nos meios usuais
de crescimento, eles raramente produzem pigmentos que, quando
presentes, sdo amarelados, laranja-ferrugem ou vermelho-tijolo (FERREIRA,
2003). Além disso, apresentam temperatura 6tima de crescimento entre 35
°C a 40 °C, sédo aciduricos, com pH o6timo entre 4,5 e 6,4 e taxa de
crescimento frequentemente reduzida quando o pH atinge 3,6 a 4,0 (SHAH,
2007).

Algumas bactérias laticas fermentam a glicose predominantemente a
acido latico quando realizam a homofermenta¢cdo, como é o caso de L.
acidophillus; ou em acido latico, CO, e etanol e/ou &cido acético no caso da
heterofermentacao, realizada por L. rhamnosus e L. plantarum, por exemplo
(FERREIRA, 2003; SOCCOL et al., 2010).

O segundo género de maior importancia entre 0s micro-organismos
probioticos € o Bifidobacterium, que é caracterizado por bactérias Gram-
positivas que apresentam pleomorfismo nas formas V, Y, palissadas e numa

variedade de formas cocodides e alongadas (SOCCOL et al., 2010). Sao
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anaerobios, ndo formadores de esporos, ndo moveis, catalase negativa e
sdo sensiveis a ambientes acidos com pH abaixo de 5,0. Além disso,
metabolizam a glicose com formacgé&o de acetato e lactato, sem formacao de
CO,. Mais de 35 espécies sao incluidas no género Bifidobacterium, sendo as
espécies B. bifidum, B. infantis, B. longum, B. breve e B. adolescentis
utilizadas principalmente como probi6ticos em alimentos. Bactérias bifidas
em niveis elevados estdo relacionadas a microbiota intestinal saudavel em
todas as fases da vida (FERREIRA, 2003), principalmente nos recém
nascidos (SOCCOL et al., 2010).

Segundo Ferreira; Silva (2010), as bifidobactérias ndo sao praticas de
serem empregadas como probi6ticos em alimentos, uma vez que sao dificeis
de serem isoladas e manipuladas por exigirem condi¢cdes de anaerobiose e
serem intolerantes a ambientes acidos, o que torna inviavel sua utilizacao
em produtos lacteos fermentados, carreadores de bactérias probioticas.
Assim, a melhor estratégia para 0 aumento do numero desse grupo
microbiano no co6lon é o consumo de prebidticos ou de alimentos
simbidticos, que, além de um micro-organismo probiotico, fornecem um
ingrediente prebidtico que estimulard as estirpes de bactérias bifidas ja

existentes no célon.

2.4.2. Beneficios do consumo de bactérias probidticas para a saude

humana

O numero de estudos e publicacdes sobre os probidticos aumentou
nos ultimos anos em funcdo do interesse dos pesquisadores estimulados
pelos beneficios promovidos por estes micro-organismos, atribuidos a
saude, além da demanda dos consumidores por produtos naturais (WINTER,
2008; SAAD et al., 2011).

Muitos sé@o os beneficios a saude do hospedeiro atribuidos a ingestao
de culturas probidticas tais como controle da microbiota intestinal;
estabilizacdo da microbiota intestinal apos o uso de antibiéticos (SOCCOL et
al., 2010); promocdo da resisténcia gastrointestinal a colonizacdo por
patdgenos (ZHANG et al., 2011); competicdo por nutrientes; competicdo por

sitios de adesdo; promocgdo da digestdo da lactose em individuos

11



intolerantes a esse carboidrato; estimulacdo do sistema imune; alivio da
constipacdo e aumento da absorcdo de certos nutrientes, como proteinas,
minerais e acidos graxos de cadeia curta (FERREIRA; SILVA, 2010; SAAD;
BEDANI; MAMIZUKA, 2011).

De acordo com Singh et al. (2011), o problema de intolerancia a
lactose afeta, aproximadamente, 70 % da populagdo mundial. Algumas
estirpes de bactérias laticas, como Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus bulgaricus e outras do género Lactobacillus presentes em
produtos lacteos fermentados podem colaborar na digestdo da lactose em
individuos intolerantes a esse dissacarideo reduzindo a constipacdo e a
diarréia infantil, uma vez que quando estas bactérias sdo lisadas por
secrec¢des biliares, a lactase liberada no Iimen intestinal age sobre a lactose
ingerida, aliviando sintomas de ma digestdo que pode haver em decorréncia
da presenca desse carboidrato. Assim, o consumo desses produtos pode ser
uma boa forma de incorporar produtos lacteos e seus nutrientes a dieta de
individuos com intolerancia a lactose (KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008).
Além disso, os produtos lacteos fermentados apresentam reducéo do teor de
lactose em decorréncia da clivagem deste dissacarideo pela acdo da enzima
lactase produzida pelas bactérias laticas.

Outros efeitos atribuidos as culturas probioticas sdo a diminuicdo do
risco de cancer de colon e de doenca cardiovascular. Sugere-se também, a
diminuicdo das concentracdes plasméticas de colesterol e efeitos anti-
hipertensivos (ISOLAURI; SALMINEN; OUWEHAND, 2004; SINGH et al.,
2011).

As doencas infecciosas ainda sdo o0 maior problema de saude publica
a ser resolvido no mundo. Infecgbes intestinais causadas pela ingestao de
micro-organismos patogénicos presentes em agua contaminada e alimentos
sé@o as maiores causas de morte. Diante dessas circunstancias, 0 consumo
de probidticos pode auxiliar o problema de infec¢des alimentares, como vem
sendo relatado em alguns estudos (SOCCOL et al., 2010; SINGH et al.,
2011), uma vez que estes micro-organismos competem com bactérias
patogénicas por sitios de adeséo, evitando a colonizagcéo por estirpes de E.
coli e Salmonella sp. (SHERMAN et al., 2005; LIN et al., 2008), além de
Shigella (SINGH et al., 2011).
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Segundo Komatsu; Buriti; Saad (2008), quando se deseja garantir um
efeito continuo no organismo humano, os probidticos devem ser ingeridos
diariamente, entretanto, ndo existe na literatura um consenso sobre a
guantidade minima de micro-organismos probidticos a ser ingerida para
garantir sua funcionalidade. Enquanto alguns pesquisadores recomendam
que o produto deve conter no minimo 10° a 10’ UFC/g de micro-organismos
probiéticos (DAVE; SHAH, 1997a; VINDEROLA; REINHEIMER, 2000),
outros sugerem maiores concentracbes. Segundo Prado et al. (2008),
quando se deseja garantir um efeito benéfico continuo no organismo
humano, os probidticos devem ser ingeridos diariamente em altos niumeros,
geralmente mais de 10° células por dose. Alteracbes favoraveis na
composicao da microbiota intestinal, capazes de garantir a manutencdo das
concentracBes ativas fisiologicamente (quantidade intestinal de 10° a 10’
UFC/g) in vivo, foram observadas com doses de 100 g de produto
alimenticio contendo 10° a 10° unidades formadoras de coldnias (UFC) de
micro-organismos probiéticos (10° a 10’ UFC/g de bioproduto) (SHAH,
2000). Para Shah (2007), a ingestao diaria deve ser de aproximadamente
10® UFC/g com o objetivo de compensar a possivel reducdo do ndmero
destes micro-organismos durante a passagem pelo intestino.

A recomendacdao brasileira mais recente para alimentos probioticos da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é com base na porcao
diaria de micro-organismos viaveis que devem ser ingeridos para efeitos
funcionais, sendo o minimo estipulado de 10® a 10° UFC/dia (BRASIL,
2008).

Como o objetivo do consumo de produtos probidticos € resultar em
uma microbiota intestinal balanceada, a qual, por sua vez, tera um impacto
favoravel sobre a saude do consumidor, uma selecdo adequada de estirpes
deve ser conduzida para o0 processamento de produtos alimenticios
probioticos (FERREIRA; SILVA, 2010). Essa selecdo visa garantir a
sobrevivéncia desses micro-organismos a passagem pelo trato
gastrointestinal apdés a manutencdo de sua viabilidade no préprio produto-
alvo, durante sua elaboracdo e armazenamento, bem como conferir
propriedades tecnoldgicas adequadas a esse produto (KOMATSU; BURITI;
SAAD, 2008).
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2.4.3. Prebibticos

Os prebidticos sao definidos como ingredientes fermentaveis,
entretanto nao digeriveis, cujos efeitos beneficiam o hospedeiro por
estimular o crescimento e/ou ativacdo do metabolismo de muitos grupos de
bactérias benéficas no trato intestinal, atuando na associagdo com
probidticos (RENHE et al., 2008; FERREIRA; SILVA, 2010).

Adicionalmente, os prebidticos podem inibir a multiplicacdo de
patogenos, garantindo beneficios adicionais a saude do hospedeiro, por
agirem estimulando o crescimento dos grupos enddgenos de populacéo
microbiana, como as bifidobactérias e os lactobacilos (ROBERFROID, 2007;
CHARALAMPOPOULOS; RASTALL, 2012). Assim, 0 consumo de
prebioticos tem sido relacionado com a reducdo do risco de determinadas
enfermidades (SAAD; BEDANI; MAMIZUKA, 2011).

De acordo com Reig e Anesto (2002), para que uma substancia ou
grupo de substancias possa ser definido como prebidtico, estas devem ser
de origem vegetal, fazer parte de um conjunto heterogéneo de moléculas
complexas, ndo ser digerida pelas enzimas digestivas, ser parcialmente
fermentada pelas bactérias colénicas e ser osmoticamente ativa.

Os prebiodticos, segundo a Organizacdo Mundial de Gastroenterologia
(WGO, 2008), séao identificados como carboidratos nao-digeriveis, incluindo
inulina, oligofrutose, galactooligossacarideos, lactulose, oligossacarideos do
leite humano e diversos oligossacarideos que fornecem carboidratos que as
bactérias benéficas do coélon sdo capazes de fermentar (SAAD, 2006;
FORSSTEN; SINDELAR; OUWEHAND, 2011). As principais fontes de
prebidticos sdo alguns acUcares absorviveis ou ndo, fibras, peptideos,
proteinas, alcodis de agucares e os oligossacarideos (RENHE et al., 2008),
sendo que desses Ultimos, de acordo com Ferreira; Silva (2010), os
frutooligossacarideos (FOS) e a inulina sdo os mais utilizados.

Oligossacarideos prebidticos sao encontrados em algumas frutas
presentes na salada elaborada no presente estudo. Segundo Pimentel;
Francki; Goeliicke (2005), varios tipos de oligossacarideos sdo encontrados

como componentes naturais de frutas como banana e vegetais (alcachofra,
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aspargo, raiz de chicoria, cebola), entre outros, sendo que muitos destes
apresentam propriedades bifidogénicas.

Muitos prebidticos sdo utilizados como ingredientes de alimentos,
como péaes, biscoitos, sucos e produtos lacteos, além de formulas infantis,
sendo muito comercializados na forma de pdé. Segundo Millani;
Konstantyner; Taddei (2009), a suplementacdo de prebidticos em férmulas
infantis ou de forma isolada tem aumentado significativamente nos dltimos
anos, impulsionando a indastria alimenticia a destacar esses nutrientes nos
rotulos dos alimentos e difundir recomendacgfes junto aos profissionais de
salde para utilizacao rotineira de seus produtos.

Ao ser incorporado em alimentos, os prebioticos devem ser estaveis
as condicbes de processamento e ndo devem alterar as caracteristicas
sensoriais do produto (CHARALAMPOPOULOS; RASTALL, 2012). Doses
diarias de 5 a 20 g de inulina e/ou oligofrutose, administradas durante pelo
menos 15 dias, sé@o eficientes para garantir beneficios, como o estimulo da
multiplicacdo de bifidobactérias no célon (SAAD, 2006). Segundo Brasil
(2008), a recomendacéo diaria minima de FOS e inulina € de 3 g para
alimentos solidos e 1,5 g para alimentos liquidos.

Além do consumo de prebidticos para garantir a manutencdo do
equilibrio da microbiota intestinal, dietas contendo alimentos probiéticos sé&o

essenciais.

2.5. Aplicagdo industrial de bactérias probidticas em produtos de

origem vegetal

Produtos contendo bactérias probidticas ocupam grande espaco entre
os alimentos funcionais, sendo utilizados ndo s6é em produtos lacteos como
iogurtes, queijos, sorvetes, manteiga (SOCCOL et al., 2010), sobremesas,
flans (ESPIRITO-SANTO et al., 2011), mas também em produtos n&o
lacteos a base de cereais, férmulas para alimentacdo infantil, produtos
derivados de soja (SINGH et al.,, 2011), produtos a base de frutas e
hortalicas como bebidas, purés, hortalicas fermentadas, azeitonas de mesa
(PERES et al., 2012), produtos minimamente processados (RORLE et al.,
2010a,b; MARTINS et al., 2011a,b; OLIVEIRA, P. et al., 2011), entre outros,
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gue apresentam mercado em continua expansdo mundial, em virtude de sua
demanda voltada aos beneficios potenciais a saude (CHAMPAGNE et al.,
2011).

O mercado global de ingredientes probidticos e de suplementos em
2008 gerou US$ 16 bilhdes. Estimativas apontam um total de vendas para
2013 de US$ 19,6 bilhdes, com uma taxa de crescimento anual de 4,3%
(FOOD PROCESSING, 2009).

A maioria dos produtos probidticos disponiveis no mercado sédo de
base lactea, havendo um crescente interesse na elaboracdo de produtos
probioticos nédo lacteos (RANADHEERA; BAINES; ADAMS, 2010). De
acordo com Schmidt; Pereira (2011), o apelo ao consumo de probibticos
esbarra, atualmente, no vegetarianismo crescente, além do numero elevado
de individuos com intolerancia a lactose e que possuem restricdo de
colesterol na dieta. Raz6es econbmicas e culturais também podem influir
negativamente no consumo de produtos lacteos probiodticos, uma vez que
sdo na maioria alimentos fermentados. Assim, o desenvolvimento de
produtos probidticos ndo lacteos incluindo outras matrizes a base de frutas,
hortalicas e cereais (Tabela 1) aponta para um futuro promissor (PERES et
al., 2012).

2.5.1. Sucos

Alguns estudos tratam da utilizacdo de bactérias probiéticas em sucos
de frutas e hortalicas fermentados a fim de fornecer ao consumidor alimentos
probioticos isentos de colesterol, lactose e substancias alergénicas
presentes nos produtos lacteos. Yoon; Woodams; Hang (2004) elaboraram
suco de tomate e Yoon; Woodams; Hang (2005) suco de beterraba
fermentado por L. acidophilus LA39, L. casei A4, Lactobacillus delbrueckii D7
e L. plantarum C3 e constataram que 0s micro-organismos foram capazes de
utilizar o suco de tomate e beterraba para sintese celular e produgédo de
acido latico, obtendo contagens acima de 10° UFC/mL apds 4 semanas de
armazenamento a 4 °C. No entanto, L. acidophilus perdeu parcialmente sua
viabilidade apdés a segunda semana de armazenamento, apresentando

contagens inferiores as demais bactérias utilizadas.
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Tabela 1 — Estudos recentes sobre a utilizacdo de matrizes vegetais para veiculagdo de bactérias probitticas

Matriz suporte

Micro-organismo probiético utilizado

Produto alimenticio

Referéncia

Minimamente

Maca Lactobacillus rhamnosus GG Ro6Rle et al. (2010a,b)
processado
Cacau B'f'dObaCte”uﬂ] Iongum e Lactobacillus Chocolate Possemiers et al. (2010)
elveticus
Cajl Lactobacillus johnsonii Suco Vergara et al. (2010)
Laranja, uva, groselha preta, Lactobacillus plantarum Suco Nualkaekul & Charalampopoulos
abacaxi, rom&, cramberry e limdo P (2011)
Meldo Lactobacillus casei Suco Fonteles et al. (2011)
Cajl L. casei Suco Pereira; Maciel; Rodrigues (2011)
Maca L. rhamnosus GG Minimamente Alegre et al. (2011)
processado
Inhame Lactobacillus acidophilus Inhame fermentado Lee et al. (2011a)
Shalgam (cenoura preta, nabo) L. plantarum e Lactobacillus paracasei Bebida Tanguler & Erten (2012)
Péra L. acidophilus Suco Ankolekar et al. (2012)
Ameixa Lactob_acnlus kefiranofaciens, Canq_llda Suco Sheela & Suganya (2012)
kefir e Saccharomyces boluradii
Azeitona L. plantarum Azeitonas de mesa Hurtado et al. (2012)
Maca, ~ suco de maga, de Lactobacnl_us sa_llvarlus e L. Snack Betoret et al. (2012)
mandarina e de abacaxi com uva acidophilus
Maca L. casei Bebida Ellendersen et al. (2012)
Malte, cevada L. plantarum e L. acidophilus Bebida Rathore; Salmerdn; Pandiella (2012)
Soja L. acidophilus Barra de soja Chen & Mustapha (2012)
(e:rivsga’ polpa de tomate e soro L. acidophilus Mistura alimenticia Jood et al. (2012)
Repolho L. plantarum Chucrute Yu et al. (2012)

17



Suco de repolho probidtico foi produzido por Yoon et al. (2006)
utilizando L. casei A4, L. delbrueckii D7 e L. plantarum C3. Os
pesquisadores verificaram que as culturas cresceram bem no suco,
atingindo contagens de 10° UFC/mL ap6s 48h de fermentacéo a 30 °C. Apds
4 semanas de armazenamento a 4 °C, a contagem de L. plantarum era da
ordem de 10’ UFC/mL e de L. delbrueckii da ordem de 10°> UFC/mL.
Entretanto, os autores observaram que L. casei ndo sobreviveu as condi¢cbes
de pH e acidez do suco, com consequente perda de sua viabilidade apés 2
semanas a 4 °C.

De acordo com Komatsu; Buriti; Saad (2008), algumas estirpes de
bactérias probi6ticas ndo conseguem sobreviver em produtos fermentados e,
por isso, deve-se considerar a escolha da estirpe mais adequada para cada
tipo de produto.

Sheehan; Ross; Fitzgerald (2007) estudaram a sobrevivéncia de L.
casei DN 114001, L. rhamnosus GG e L. paracasei NFBC 43338 além de
Bifidobacterium lactis Bb-12 em suco de laranja, abacaxi e cranberry e
constataram que as estirpes sobreviveram mais nos sucos de laranja e
abacaxi comparado ao suco de cranberry. L. casei, L. rhamnosus e L.
paracasei apresentaram contagens acima de 10’ UFC/mL em suco de
laranja e acima de 10° UFC/mL em suco de abacaxi por 12 semanas de
armazenamento a 4 °C, além de apresentarem-se pouco sensiveis ao baixo
pH do produto. J& B. lactis apresentou contagens acima de 10° UFC/mL em
ambos 0s sucos somente até a quarta semana de armazenamento, devido
possivelmente a exposicdo ao oxigénio e as condicdes acidas durante a
estocagem sob refrigeracdo. Os autores sugeriram que 0S sucos obtidos
podem ser destinados a consumidores de todas as idades sendo
considerado uma bebida refrescante e saudavel.

Champagne; Gardner (2008) avaliaram a viabilidade de nove estirpes
do género Lactobacillus (L. acidophilus LB2, LB3 e LB45, L. brevis LB6, L.
rhamnosus LB11 e LB24, L. fermentum LB32, L. plantarum LB42 e L. reuteri
LB38) em uma bebida comercial de fruta estocada a 4 °C por até 80 dias. L.
brevis LB6, L. rhamnosus LB24 e L. acidophilus LB45 tiveram padrdo de
viabilidade similiar a L. fermentum LB32, L. reuteri, LB38 e L. plantarum

LB42, respectivamente. Ambas as estirpes de L. rhamnosus apresentaram
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bom padrdo de viabilidade, sendo que as estirpes de L. rhamnosus LB11, L.
plantarum LB42 e L. reuteri LB38 apresentaram contagens acima de 10’
UFC/mL ao longo dos 80 dias de armazenamento. Os autores observaram
que a estabilidade dos micro-organismos frente a bebida é variavel de
acordo com a espécie e estirpe empregadas.

Suco misto de cenoura, aipo e maga representou uma matriz
alternativa para producéo de bebida probidtica contendo L. acidophilus LA-5
(NICOLESCO; BURULEANU, 2010). Esta estirpe apresentou boa
capacidade de crescimento na bebida, sem suplementacdo de nutrientes,
uma vez que o0s autores verificaram por meio da reducdo da
biodisponibilidade de aglcares do suco que este foi utilizado como substrato
para a atividade metabdlica da cultura probidtica, que apresentou contagens
acima de 10" UFC/mL.

Estudo conduzido por Nualkaekul; Charalampopoulos (2011) avaliou a
sobrevivéncia de L. plantarum NCIMB 8826 em sucos de laranja, uva,
groselha preta, abacaxi, roma, cramberry e liméo, durante a estocagem a 4
°C por 6 semanas, partindo de um inéculo contendo, aproximadamente, 1,0
x 10® UFC/mL da cultura. Segundo os pesquisadores, a viabilidade celular foi
mantida exceto nos sucos de cramberry e roma, que apresentaram reducéo
rapida da viabilidade na primeira e terceira semanas, respectivamente. Nos
demais sucos, as contagens de L. plantarum foram acima de 10" UFC/mL
até o final da vida de prateleira. Para Nualkaekul; Charalampopoulos (2011),
alguns sucos possuem alguns compostos que parecem proteger a cultura
durante a estocagem, como proteinas e fibras. Em contraste, no suco de
roma a viabilidade foi menor que a esperada devido, possivelmente, a
presenca de compostos antimicrobianos, tais como os compostos fendlicos.

No entanto, Mousavi et al. (2011) observaram em seu estudo que L.
plantarum e L. delbrueckii fermentaram suco de rom&, havendo o6timo
crescimento e mantiveram a viabilidade nas duas primeiras semanas de
estocagem a 4 °C, ao passo que L. acidophilus e L. paracasei perderam a
viabilidade. Os autores verificaram que o &cido citrico, principal &cido
organico presente no suco de roma, foi rapidamente consumido por todas as
culturas probioticas, o que demonstrou que o suco pode ser um substrato

potencial para produ¢éo de bebida probidtica.
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Suco de meldo cataloupe adicionado de L. casei NRRL B-442 foi
objeto de estudo de Fonteles et al. (2011). Os autores buscaram otimizar o
pH, a temperatura e o tempo de fermentacdo para producdo da bebida
fermentada e constataram que as condi¢des 6timas para o crescimento de L.
casei foi pH de 6,1 e armazenamento a 31 °C por oito horas. Nestas
condi¢des a viabilidade da cultura foi de 8,3 Log UFC/mL, a qual foi mantida
durante 42 dias de estocagem sob refrigeragéo, o que sugere que o meléao
cataloupe € um veiculo adequado para L. casei, constituindo mais uma
alternativa aos produtos lacteos tradicionais.

Saw et al. (2011) exploraram o uso de suco de frutas tropicais
(melancia, meldao honeydew, meldo cataloupe, péra chinesa e pitaia) como
substrato para fermentacdo de L. acidophilus LA-5, L. casei NCIMB 4114 e L.
delbrueckii subsp. bulgaricus NCIMB 11778 e verificaram que a melancia e
ambas as variedade de melado foram substratos ideais, principalmente para
L. casei. Neste estudo selecionou-se o0 suco de meldao honeydew para
elaborar uma bebida fermentada, a qual apresentou contagens de,
aproximadamente, 10° UFC/mL apds 48 horas de fermentacéo 37 °C, com
reducdo do pH do produto de 6,3 para 3,2. Segundo os autores, L. casei
pareceu ser relativamente tolerante ao acido uma vez que a contagem foi
mantida durante as 48 horas de fermentacéo.

A sobrevivéncia de L. casei NRRLB 442 foi investigada também por
Pereira; Maciel; Rodrigues (2011) em suco de caju durante 42 dias de
armazenamento a 4 °C. Condi¢des 6timas para producao do suco probidtico
foram pH inicial de 6,4, com temperatura de fermentacdo de 30 °C por 16
horas, partindo de um in6culo contendo 7,48 Log UFC/mL. Contagens de L.
casei acima de 8,0 Log UFC/mL foram constatadas durante o periodo de
armazenamento do produto.

Betoret et al. (2012) desenvolveram snack a partir de magé, suco de
mandarina e suco de abacaxi com uva com alto conteddo de Lactobacillus
salivarius spp. Salivarius CETC4063 e L. Acidophilus CECT903 por meio de
impregnacao a vacuo e secagem. O produto foi utilizado com potencial efeito
contra a infeccdo causada por Helicobacter pyilori. Embora o processo de
secagem tenha afetado a viabilidade de L. Salivarius, o produto apresentou

contagem acima de 7,0 Log UFC/g de matéria seca. Adicionalmente, apos
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realizacdo de testes preliminares in vivo administrando o produto em cinco
criancas infectadas cronicamente por H. Pylori durante 28 dias, o0s
resultados sugeriram o possivel efeito desse novo produto sobre os

sintomas da infeccéo.
2.5.2. Produtos minimamente processados

Alimentos probitticos contendo frutas como ingrediente tém sido
considerados cada vez mais prediletos pelos consumidores (ESPIRITO-
SANTO et al., 2011). Preparados de frutas minimamente processadas sdo
alimentos populares e saudaveis, e segundo Martins et al. (2011a,b), vém
sendo considerados um veiculo ideal para incorporacdo de outros
componentes funcionais, como as culturas probidticas. Estes autores
avaliaram a viabilidade das culturas probidticas de L. acidophilus LA-5 e L.
rhamnosus HNOO1 e concluiram que apés 5 dias de estocagem a 8 °C, o
produto continha acima de 10® UFC/g das culturas.

Poucos estudos tratam da adicdo de culturas probioticas em frutas
minimamente processadas, sendo também escassos na literatura estudos
que contemplem a adi¢do de probio6ticos em filmes e coberturas comestiveis
para incorporacéo nestes alimentos.

Tapia et al. (2007) desenvolveram as primeiras coberturas
comestiveis a base de alginato e goma gelana, contendo bifidobactérias
probidticas para uso em mag¢d e mamdo minimamente processados e
observaram que ambas as frutas foram revestidas com sucesso, sendo a
viabilidade de B. lactis BB-12 acima 10° UFC/g durante 10 dias de
armazenamento refrigerado. Para Rojas-Gral; Soliva-Fortuny; Martin-
Belloso (2009), este trabalho representou um avanco promissor na busca de
novas aplicacdes de filmes e coberturas comestiveis como veiculos de
aditivos alimentares, abrindo novas possibilidades para o desenvolvimento
de produtos probidticos.

Soares et al. (2011) estudaram a aplicacdo de revestimento
comestivel a base de amido de milho e fécula de batata contendo a cultura
probidtica L. casei em meldo minimamente processado. Os autores

concluiram que a utilizagcdo do revestimento comestivel probiotico em frutas
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minimamente processadas € viavel uma vez que a cultura probidtica
apresentou contagens de 7,5 Log UFC/g durante 6 dias de estocagem a 7
°C, e ndo alterou o pH e o teor de sélidos soltveis do produto.

De acordo com Espririto-Santo et al. (2011) alguns estudos apontam
para a aplicabilidade da mag¢ad como um ingrediente para aumentar a
viabilidade de culturas probidticas em alimentos. Pedacos de maca e péra
foram utilizados com sucesso na imobilizacdo de L. Casei, uma vez que as
bactérias probiodticas se ligaram na estrutura celulésica destas frutas.
Segundo Kourkoutas; Kanellaki; Koutinas (2006), pedacos de maca séo
potenciais veiculos de bactérias probidticas e podem ser utilizados na
producdo de leite fermentado probidtico e/ou outros produtos, prolongando
sua vida de prateleira.

2.5.3. Hortaligas cruas e fermentadas

Além das frutas, hortalicas cruas e fermentadas vém sendo utilizadas
como substrato para as bactérias probioticas. Estudo realizado por Rodgers
(2007) que destacou a utilizacdo de probidticos em alimentos destinados a
refeicbes, mostrou que culturas liofilizadas de L. acidophilus LA-5 e
Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB-12 apresentaram alta viabilidade
celular no inéculo que continha de 10 a 10 UFCI/g, resultando em doses
terapéuticas de 10’ UFC/g em sanduiches apds 4 dias de estocagem.

Segundo Rodgers (2008), estabelecimentos “food service” podem
competir com laticinios na distribuicdo de micro-organismos probioticos.
Como o alimento € um carreador de probidticos, este pode também ser
dissolvido em pilulas e preparacfes liquidas como nutracéuticos, além de
preparagoes liofilizadas (FERREIRA; SILVA, 2010).

Lima et al. (2009) a fim de produzir cenoura minimamente processada
probidtica para consumo na forma de salada, verificaram contagens de L.
acidophilus NCFM da ordem de 10° UFC/g no produto armazenado a 5 °C
e 7 °C por até 96 horas.

A viabilidade de L. paracasei foi avaliada em alface minimamente
processada por Cruz et al. (2010), que constataram que a cultura se

manteve viavel durante 96 horas em temperaturas de 5 °C e 10 °C, estando
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a contagem na ordem de 10" UFC/g.

O yacon, uma raiz tuberosa de sabor levemente adocicado, foi
minimamente processado e enriquecido com L. acidophilus NCFM por
Chaves et al. (2011). Os autores verificaram contagens acima de 10® UFC/g
por até 96 horas de armazenamento do produto a 5 °C e 10 °C, o que
demonstra que o yacon é considerado um Otimo substrato para o
crescimento de L. acidophilus NCFM, sendo o produto final considerado
potencialmente simbidtico.

Silva et al. (2011) e Fernandes et al. (2011) avaliaram a viabilidade de
L. acidophilus NCFM e L. rhamnosus HNOO1, respectivamente, em couve
minimamente processada bem como as caracteristicas fisico-quimicas do
produto. De acordo com os resultados, as culturas probi6ticas mantiveram-
se viaveis no produto com contagens acima de 10’ UFC/g por até 96 horas
de armazenamento a 8 °C e ndo promoveram alteracées no pH, acidez e cor
da couve minimamente processada.

Produtos fermentados de plantas também vém sendo considerados
um vetor para incorporacdo de bactérias probidticas uma vez que contém
nutrientes (SOCCOL et al., 2010) que servem como substrato para estes
micro-organismos e vém ao encontro da dieta vegetariana. Muitos tipos de
vegetais fermentados s&o consumidos no mundo, tais como pepino, repolho,
picles de hortalicas e Kimchi (CETIN, 2011).

Cetin (2011) avaliou o comportamento de L. plantarum em Turs u, um
produto fermentado consumido na Turquia, a base de repolho, pepino,
tomate verde, pimentdo verde, cenoura, pimentdo vermelho, alho e salsa
durante 60 dias de armazenamento. O autor verificou que o produto
apresentou pH de 3,62 e viabilidade de L. plantarum igual a 7,49 Log
UFC/mL, no final da estocagem. Além disso, segundo o autor, a adicdo de L.
plantarum em Turs u real¢ou o sabor do produto.

Kimchi é outro exemplo de produto fermentado de origem vegetal
consumido por coreanos que vem ganhando popularidade como alimento
funcional (LEE et al., 2011b), por apresentar alto conteddo de vitaminas,
minerais, fibras e compostos fitoquimicos. Como € um produto consumido
cru, Kimchi tem sido considerado como potencial carreador de bactérias
laticas probidticas.
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Estudo realizado por De-Bellis et al. (2010), avaliou populacfes
microbianas associadas com a superficie de azeitonas inoculadas com L.
Paracasei IMPC2.1 em salmoras contendo diferentes concentracbes de
NaCl (4 e 8 %), a fim de verificar a persisténcia da estirpe probiodtica durante
todo o processo. Os resultados mostraram que L. Paracasei colonizou a
superficie das azeitonas e dominou a populagdo de bactérias laticas nativa
do produto, com reducdo do pH para <5,0 ap6s 30 dias e contagens da
ordem de 10" UFC/g.

De acordo com Peres et al. (2012), culturas probioticas do género
Lactobacillus vem sendo testadas recentemente na fermentacdo de
azeitonas de mesa. Estudos mostram que algumas estirpes toleram
relativamente a acidez e a salinidade dos vegetais fermentados e, assim,
podem se ligar efetivamente na superficie de azeitonas, promovendo

alteracdes sensoriais desejaveis, além de estender a vida util do produto.

2.5.4. Cereais

Os cereais também tém sido avaliados pelo seu potencial uso em
alimentos funcionais por conterem além de substancias prebiéticas nativas,
que protegem 0s micro-organismos probidticos das condi¢des adversas do
trato gastrointestinal, nutrientes como proteinas, vitaminas e minerais
(RIVERA-ESPINOSA; GALLARDO-NAVARRO, 2010), e dao origem a
produtos diversos, como bebidas fermentadas, sopas, mingaus, entre outros
(CLERICI; STEEL; CHANG, 2011).

A fermentacdo de cereais como aveia, milho e trigo por micro-
organismos probidticos € benéfica, por promover uma melhor digestibilidade
dos alimentos, devido a reducdo de carboidratos nédo digeriveis, como
polissacarideos e oligossacarideos, disponibilidade de vitaminas do
complexo B, bem como a liberacdo de minerais tais como calcio, zinco, ferro,
entre outros (SOCCOL et al., 2010).

Charalampopoulos; Pandiella (2010) estudaram a sobrevivéncia de L.
plantarum em extratos de malte, cevada e trigo produzidos em suspensao
farinha/dgua. A fermentacao foi conduzida por 24 horas a 37 °C e o produto

foi estocado a 4 °C por 70 dias. Os pesquisadores observaram que a
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bactéria sobreviveu melhor durante a estocagem refrigerada no meio
contendo extrato de malte, constatacdo essa atribuida a maior concentracao
de acucar e de outros compostos ndo identificados que podem ter protegido
as células bacterianas.

Estudo realizado por Rathore; Salmerdén; Pandiella (2012) avaliou
malte, cevada e a mistura de malte e cevada na elaboragdo de bebida
fermentada por L. plantarum NCIMB8826 e L. acidophilus NCIMB8821. O
efeito dos cereais adicionados ao meio isoladamente e em mistura foi
estudado durante a fermentacdo por 28 horas a 30 °C. Os autores
verificaram que o crescimento das culturas foi mais elevado no meio
contendo malte, onde a populacéo celular de L. plantarum atingiu 8,59 Log
UFC/mL e de L. acidophilus atingiu 8,69 Log UFC/mL, sendo o crescimento
das culturas no meio contendo os cereais isolados similar ao da mistura.

Os cereais (arroz, cevada, aveia e trigo), farinha de soja e mosto de
uvas vermelhas concentrado, foram usados na elaboracéo de bebida do tipo
iogurte fermentado por duas estirpes de L. Plantarum 6E e M6 por Coda et
al. (2012). Todas as formulacdes da bebida apresentaram contagens acima
de 8,4 Log UFC/g até os 30 dias de estocagem a 4 °C, sendo que o produto
contendo a mistura de arroz e cevada ou flocos de trigo, apresentou a
melhor combinacéo das propriedades sensoriais, nutricionais e de textura.

A fermentacdo é conhecida por aumentar o valor nutricional e, ao
mesmo tempo, melhorar a aceitabilidade dos produtos derivados de soja. O
grdo de soja é rico em proteinas de alta qualidade e, também, contém
oligossacarideos, como a rafinose e a estaquiose, que ndo sao digeridos
pelo organismo humano, podendo causar flatuléncia (SOCCOL et al., 2010).
Assim, a fermentacdo do extrato hidrossolivel de soja por bactérias
probiéticas traz beneficios mdultiplos, no sentido de reduzir os agucares
causadores de flatuléncia e conservar melhor o produto contribuindo,
também, para a saude do consumidor (CHAMPAGNE; GARDNER; ROY,
2005).

De acordo com Chen; Mustapha (2012), a soja possui
oligossacarideos que podem funcionar como prebidticos e promover o
crescimento e viabilidade de algumas estirpes probidticas que, por sua vez,

metabolicamente geram a enzima a-galactosidase que hidroliza os
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oligossacarideos. Os oligossacarideos de soja tem mostrado ser
prontamente fermentado por bifidobactérias (CHEN; WEI; CHI, 2011). Assim,
a adicdo desses micro-organismos em produtos de soja pode aumentar a
digestdo dos oligossacarideos e, em adicdo, promover efeitos benéficos ao
hospedeiro.

Estudo conduzido por Chen; Wei; Chi (2011) determinou a populacao
bacteriana, além de pH, conteddo de oligossacarideos e isoflavonas em
farinha de soja desengordurada fermentada por L. paracasei BCRC 14023 e
B. longum BCRC 14661. Os resultados demonstraram que apos 24 horas de
incubacdo a 37 °C, a populacdo bacteriana de L. paracasei e B. longum
atingiu 9,66 e 9,69 UFC/g, sendo que os valores de pH reduziram de 6,77
para 4,98 e 4,99, respectivamente. Além disso, verificou-se reducao
significativa do conteudo de oligossacarideos e aumento da concentracdo de
isoflavonas no produto inoculado com cada uma das culturas.

Ainda com relacdo a utilizacdo de micro-organismos probi6ticos em
produtos de cereais, a cultura probidtica de B. lactis foi introduzida em 2011
pela Nestlé na sua linha de cereais infantis trazendo para o mercado o novo
Mucilon NutriPROTECT®+, uma combinacédo exclusiva da Nestlé que, além
de vitaminas e minerais, contém o probiético Bifidus BL®, importante para
manutencdo de uma microbiota intestinal saudavel. Segundo a empresa, o
produto € o unico cereal infantil no Brasil que traz a adicdo de uma cultura
probidtica (NESTLE, 2011).

2.5.5. Café e chocolate

Além dos cereais, outro produto que mostrou potencial promissor
sobre a microbiota intestinal foi o café. Jaquet et al. (2009) desenvolveram
um estudo que avaliou o impacto do consumo moderado de café sobre a
atividade metabdlica e composicao bacteriana da microbiota intestinal. Para
analisar o conteudo das fezes antes e apds o0 consumo, a microbiota foi
quantificada por meio de métodos baseados em DNA. Os resultados
mostraram que individuos saudaveis apds consumir trés copos de café
diariamente durante trés semanas, apresentaram um aumento da populacéo

de Bifidobacterim spp. no intestino, bem como de sua atividade metabdlica,
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0 que sugere que o produto pode apresentar um impacto positivo, quando
consumido por individuos submetidos a terapias com antibioticos.

O chocolate, produto derivado das améndoas do cacau, também
pode ser considerado um veiculo de culturas probidticas. Chocolate ao leite
e chocolate amargo se mostrou um excelente carreador de L. helveticus
CNCMI-1722 e B. longum CNCMI-3470 (POSSEMIERS et al., 2010). Os
autores avaliaram a capacidade das culturas probioticas microencapsuladas
em resistir ao processo de fabricacéo, a fim de chegar viavel no produto final
e verificaram constagens acima de 10° UFC/g para ambos 0s micro-

organismos.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos na Unidade de Processamento de
Frutas e Hortalicas, Laboratério de Microbiologia e de Fisico-quimica do
Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Sudeste de Minas
(IF Sudeste MG), Campus de Rio Pomba — MG, além dos Laboratérios de
Ciéncia de Produtos de Frutas e Hortalicas e de Analise sensorial e Nucleo

de Microscopia da Universidade Federal de Vicosa.
3.1. Processamento minimo das frutas e elaboracdo da salada de frutas

As frutas, abacaxi, banana, goiaba, macd, mamao e manga em estagio
de maturacdo comercial foram adquiridas no comércio de Rio Pomba e
encaminhadas para a Unidade de Processamento de Frutas e Hortalicas do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos do IF Sudeste MG,
onde foram armazenadas sob refrigeracdo (10 °C) até o inicio do
processamento minimo.

Para tanto, as frutas foram lavadas em agua potavel para eliminagédo
de impurezas e sujidades e imersas em agua a 5 °C, com adicdo de
Sumaveg®, Dicloroisocianurato de sédio, (Diversey Lever) na concentracao
de 200 mg.L™ de cloro residual ativo, por 20 minutos a fim de promover a
inativacado de micro-organismos. Em seguida, as frutas foram descascadas e
cortadas manualmente em cubos de, aproximadamente, 1 cm x 1 cm com
auxilio de facas de aco inoxidavel. Apds o corte de cada fruta, foi elaborada

a salada contendo a mesma proporcao de todas as frutas.
3.2. Inoculacédo de culturas probidticas na salada de frutas

Apdbs o processamento minimo e elaboracdo da salada, esta foi imersa
em solucdo que continha, aproximadamente, 10'° UFC/mL da cultura
probidtica de L. acidophilus LA-5 (Christian Hansen®). Inicialmente, com
base em experiéncias anteriores de nosso grupo de pesquisa, esta cultura
foi selecionada e inoculada as saladas utilizadas nos experimentos de

selecdo do melhor agente inibidor de escurecimento enzimatico, uma vez
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que se desejava verificar se os agentes utilizados ndo promoveriam a
lavagem das células.

Posteriormente, apds selecionar o agente inibidor de escurecimento, as
culturas probidticas de L. rhamnosus HNOO1 (Danisco), L. acidophilus LA-5
(Chr. Hansen® ou L. plantarum (Chr. Hansen®) foram preparadas e
adicionadas individualmente a salada de frutas conforme RORle et al.
(2010a). Inicialmente, as culturas foram ativadas por duas vezes
consecutivas em caldo Man Rogosa Sharpe (MRS) e mantidas a 37 °C por
18 horas. Posteriormente, foram ativadas em caldo MRS, por 16 horas,
sendo este submetido a centrifugacdo a 5 °C por 15 min, a 7000 g. O
sobrenadante do meio de cultura foi descartado e o pellet de células obtido
foi ressuspendido assepticamente em solucdo tampao constituida de &cido
citrico:citrato de sédio 1:1, pH 3,8. Em seguida, o pellet foi ressuspendido
novamente em solucdo tampao de &cido citrico: citrato de sédio 1:1, pH 3,8
na proporcao de 1:10, ou seja, para cada grama de células foi adicionado 10
mL da solucédo tamp&o a fim de se obter no minimo 10 células/mL. Desta
forma, a fim de se obter a salada de fruta contendo as culturas probidticas,
para cada 1 grama de salada foi adicionado 1 mL da suspensédo de células
preparada previamente, sendo esta suspensao mantida em contato com o
produto por 15 minutos. O controle do processo foi a salada de frutas

minimamente processadas ndo adicionadas de culturas probioticas.

3.3. Tratamento da salada de frutas com compostos inibidores do

escurecimento

A salada contendo L. acidophilus foi imersa em solug&o de &cido citrico
1 % e 2 %, &cido ascorbico 1 % e 2 %, metabissulfito de sodio 0,01 % e 0,03
% e cloridrato de cisteina 0,5 % e 1 % por 3 minutos, a 5 °C a fim de avaliar
o melhor composto quanto a efetividade em inibir ou retardar o
escurecimento enzimatico. O controle do processo constou de salada de
fruta imersa somente em agua.

Em seguida, a salada de fruta foi drenada para retirada do excesso de

solucéo, acondicionada em embalagens apropriadas e armazenada a 8 °C
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para realizacdo das analises nos tempos Oh, 24h, 72h e 120h de
processamento. Todos os experimentos foram realizados em trés repeticdes.

O agente inibidor selecionado nesta etapa foi utilizado posteriormente
no processamento das saladas contendo L. rhamnosus HNOO1 (Danisco), L.

acidophilus LA-5 (Chr. Hansen®) ou L. plantarum (Chr. Hansen®).

3.4. Determinacéo da atividade de polifenoloxidase (PPO)

A atividade de PPO da salada de frutas controle e contendo L.
acidophilus e imersa nos compostos inibidores de escurecimento foi
determinada de acordo com Melo; Vilas Boas (2006) nos tempos 0 h, 24 h,
72 h e 120 h de processamento. O extrato foi obtido macerando-se 10 g de
frutas com 0,5 g de polivinilpolipirrolidona (PVPP), trés gotas de Triton X-100
e 20 mL de solucdo tampao fosfato 0,05 M, pH 7, mantido sob refrigeracéo.
O homogeinato foi imediatamente filtrado em tecido de algodao e
centrifugado por 10 min, a 5.000 g, a 0 °C. O sobrenadante resultante foi
utilizado para a determinacédo de atividade enzimatica, sendo uma aliquota
de 1 mL do extrato obtido adicionada de 3,6 mL de tampéao fosfato 0,1 M, pH
7 e 0,1 mL de catecol 10 mM que foi deixado em repouco por 30 minutos em
banho maria a 30 °C. ApOs este periodo, a reacdo foi interrompida pela
adicao de 1,6 mL de acido perclérico 2 N.

A atividade enzimatica de polifenoloxidase foi expressa em unidade
por grama de matéria fresca por minuto (U/g.min). Uma unidade
correspondeu a atividade enzimatica capaz de alterar 0,001 de absorbancia
a 395 nm.

3.5. Determinacéao de cor

Apoés imerséo da salada de fruta em solugcédo contendo L. acidophilus
e adicao dos diferentes compostos inibidores do escurecimento, a cor
superficial foi avaliada utilizando-se o colorimetro Miniscan EZ, HunterLab
(Reston, Virginia, USA), nos tempos 0 h, 24h, 72h e 120h de

processamento.
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A determinacéo de cor foi realizada pela leitura direta de reflectancia
das coordenadas L*, a* e b*, empregando a escala CIELAB L*, sendo que L*
mede a luminosidade e varia de O (preto) a 100 (branco), a* indica a posicéo
da cor entre vermelho (+a) e verde (-a) e a coordenada b* entre amarelo (+b)
e azul (-b). O indice de cor (IC) que mede a cor caracteristica do produto, o
indice de escurecimento (IE), a intensidade de cor ou Chroma (c*) e angulo
hue (h°) e o AE que mede a diferenga de cor entre a fruta fresca e a
processada, foram determinados segundo Mazzuz (1996), Palou et al.
(1999), McGuire (1992) e RoORle et al. (2009), respectivamente, sendo

calculados de acordo com as equacbes 1, 2, 3,4 e 5:

IC = 1000 x a* / L* x b* 1)
IE = [100 (X-0,31)]/0,172 )

onde X = (a* + 1,75L*) / (5,645L* + a* - 3,02b*)

c* = [(a%) + (b")]*? 3)
¢ = arctang (b*/a*) (4)
AB* = [(L* - L%o)* + (@ - a%)” + (b* - b%0)]° (5)

Para medir a cor, as saladas dos tratamentos controle e adicionada
de L. acidophilus e tratadas com os diferentes compostos inibidores de
escurecimento foram trituradas e colocadas em uma placa de vidro, sendo o
valor de L*, a* e b* para cada amostra fornecidos a partir da leitura direta

sobre o produto.

3.6. Determinacdo da viabilidade das culturas probidticas em salada de

frutas minimamente processadas

Amostras de 25 g da salada de frutas foi homogeneizada em 225 mL
de solucdo salina peptonada (0,85 % de NaCl e 0,1 % de peptona).
Posteriormente, foram realizadas diluicbes seriadas. A contagem foi
efetuada pelo método de plagueamento em profundidade ou "pour plate",
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adicionando-se 1 mL das respectivas diluicbes e derramando-se pequena
guantidade de agar Rogosa SL (Himedia) em placas de Petri que foram
posteriormente mantidas em jarras de anaerobiose a 37 °C por 72 h.

Inicialmente, a fim de selecionar o melhor agente inibidor do
escurecimento, a salada foi inoculada com L. acidophilus sendo a contagem
do mesmo nas saladas de frutas dos tratamentos controle e adicionada de
compostos inibidores de escurecimento nas maiores concentragdes (acido
citrico 2 %, &cido ascoérbico 2 %, metabissulfito de sédio 0,03 % e cloridrato
de cisteina 1 %), realizada apés 0 h e 120 h de producdo das saladas de
frutas minimamente processadas armazenadas a 8 °C. A viabilidade de L.
acidophilus foi determinada somente nas saladas que continham os
compostos inibidores de escurecimento nas maiores concentracdes, uma
vez que se desejava verificar se estes compostos ndo inibiriam a
sobrevivéncia da cultura probiotica.

Apos a selegdo do agente inibidor do escurecimento, foi determinada a
contagem das culturas probidticas de L. rhamnosus HNOO1, L. acidophilus
LA-5 ou L. plantarum na salada de frutas inoculada individualmente com as 3

culturas e tratadas com o agente inibidor do escurecimento selecionado.

3.7. Avaliacdo da adesdo, distribuicdo e morfologia dos micro-
organismos probidticos em salada de frutas ao longo do tempo de

armazenamento

Apos tratamento da salada de frutas com micro-organismos
probioticos (L. rhamnosus, L. acidophilus ou L. plantarum), foram realizadas
analises por microscopia eletrénica de varredura de cada fruta componente
da salada a fim de verificar a adesao, distribuicdo e morfologia dos micro-
organismos probiéticos ao tecido vegetal com Oh e 120h de armazenamento,
a8°C.
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3.7.1. Preparo das amostras

As frutas foram fatiadas em seccbes de 0,5 cm x 0,5 cm com,
aproximadamente, 1 mm a 2 mm de espessura. Para realizacdo da analise,

a parte externa das frutas ficou voltada em direcéo ao feixe de elétrons.

3.7.2. Desidratacao das amostras e metalizagdo com ouro

Para a fixacdo das células e do tecido vegetal, os fragmentos de cada
fruta foram transferidos para solucdo de glutaraldeido 5 % (v/v) em tampao
fosfato 0,1 M, 1:1, de forma que a concentracdo final fosse 2,5 % de
glutaraldeido e tampédo fosfato 0,056M. Os fragmentos das frutas
permaneceram nesta solucdo 18 horas a 7 °C. Em seguida, foi realizada
lavagem de 1 minuto em tamp&do PBS 0,05 mol/L, pH 7,2. A etapa de
desidratacéo consistiu de tratamentos seriados em acetona, nas graduacoes
de 30 °GL, 50 °GL, 70 °GL e 90 °GL, por 10 minutos cada e trés tratamentos
de 10 min, em acetona 100 °GL. Os cortes das frutas foram transferidos para
0 secador ao ponto critico (Critical Point Dryer — modelo CPD020, Balzers,
Liechstenstein) para a desidratagdo total e, entdo metalizados 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.

3.8. Determinacéao de textura

A textura das frutas minimamente processadas na salada contendo
acido ascorbico 1% e adicionada de culturas probidticas de L. plantarum, L.
acidophilus e L. rhamnosus foi determinada em analisador de textura (CT3,
BrookField), nos tempos Oh, 24h, 72h e 120h de processamento.

A firmeza das frutas, expressa em Newton (N), foi determinada por
teste de compressdo. Trés cubos de cada fruta foram utilizados,
posicionado-os individualmente sobre uma superficie lisa, sendo
pressionados por um “probe” (SMSP/35) de 3,5 cm de didmetro e 5 mm/s de

velocidade, posicionado a uma distancia de 60 mm da amostra.
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As frutas foram analisadas e selecionadas a fim de que
apresentassem, aproximadamente, o mesmo diametro e altura, para garantir

uniformidade das amostras.

3.9. Anadlises fisico-quimicas

3.9.1. Determinacédo de pH, acidez e teor de sélidos soluveis (°Brix)

As analises fisico-quimicas de pH e acidez foram realizadas nos
tempos Oh, 24h, 72h e 120h de armazenamento a 8 °C, de acordo com
Zenebon; Pascuet (2004). As amostras das frutas presentes nas saladas dos
tratamentos controle e contendo isoladamente as culturas probidticas de L.
plantarum, L. acidophilus e L. rhamnosus e adicionadas de acido ascoérbico 1
% foram trituradas e diluidas em 100 mL de &agua destilada. O pH foi
determinado em potenciometro (Gehaka TG1800). Para determinar a acidez
em percentual de acido organico (acido citrico) correspondente a salada de
fruta, foram adicionadas 3 gotas de fenolftaleina sobre o0 homogenato que foi
titulado com NaOH 0,1 N até mudanca da cor para rosea.

Os sdlidos soluveis da salada de frutas minimamente processada dos
tratamentos controle e adicionadas de culturas probioticas foram
determinados por refratometria, usando-se refratbmetro tipo ABBE, de
acordo com Zenebon; Pascuet (2004) nos tempos Oh, 24h, 72h e 120h de

armazenamento a 8 °C.

3.9.2. Determinacéao de vitamina C

A vitamina C da salada de frutas dos tratamentos controle e
adicionada de cultura probidtica de L. rhamnosus, que apresentou melhor
viabilidade celular, foi determinada pelo Método de Tillmans de acordo com
Zenebon; Pascuet (2004) nos tempos Oh, 24h, 72h e 120h de
armazenamento a 8 °C. Este método se baseia na reducdo do corante 2,6

diclorofenol indofenol por uma solugéo acida de vitamina C.
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O resultado foi expresso em miligramas de acido ascoérbico/100 g de

polpa de fruta de acordo com a formula:

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

Onde:

V: volume solugao de Tillmans gasto na titulagéo

F: fator da solucéo de Tillmans

A: g da amostra

3.9.3. Determinacao de carotendides totais

Os carotenoides totais das saladas de frutas dos tratamentos controle
e adicionada de cultura probidtica de L. rhamnosus, que apresentou melhor
viabilidade celular, foram extraidos seguindo metodologia descrita por
Rodrigues-Amaya (2001), utilizando acetona como solvente extrator e
quantificado nas amostras por medidas espectrofotométicas. As analises
foram realizadas em espectrofotdmetro a 450 nm, nos tempos Oh e 120h de

armazenamento a 8 °C. O conteudo de carotendides foi expresso por:

mg/g =V xAx10
P X Ezem™
Onde:
V: volume do extrato
A: absorvancia
P: peso da amostra

Eiem ?: coeficiente de absortividade molar = 2592 a 450 nm

3.10. Analises microbioldgicas

Foram realizadas analises microbiologicas de coliformes a 30 °C e
coliformes a 45 °C pela técnica do Numero Mais Provavel (NMP) de acordo
com Kornacki e Johnson (2001), utilizando-se caldo Lauril Sulfato Triptose

para o teste presuntivo, Caldo Bile Verde Brilhante para confirmar coliformes
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a 30 °C e Caldo EC para confirmar coliformes que fermentam a 45 °C. O
resultado foi expresso em NMP por grama de salada de fruta.

A determinacdo de Salmonella sp. foi realizada em 25 g do produto
homogeneizado em 225 mL de agua peptonada tamponada seguindo a
metodologia descrita por Andrews et al. (2001) e a contagem de micro-
organismos psicrotroficos foi determinada segundo Cousin; Jay; Vasavada
(2001) utilizando-se Agar Padr&o para Contagem (PCA) e incubacéo a 7 °C
por 10 dias. Para a contagem das colénias de psicrotréficos, foram
selecionadas as placas contendo de 25 a 250 col6nias e, posteriormente, foi
calculado o niumero de UFC (unidades formadoras de colbnias) por grama
do produto.

Todas as andlises microbiolégicas foram realizadas em duplicata,
para ambos os tratamentos (saladas de fruta controle e contendo culturas
probioticas), nos tempos Oh e 120h de armazenamento, a 8 °C a fim de
avaliar se o produto atende aos padrbes de qualidade microbiologica
estabelecidos pela legislagdo (BRASIL, 2001).

3.11. Andlise sensorial da salada de frutas

O teste de aceitacdo das saladas de fruta dos tratamentos controle e
adicionada de cultura probiética de L. rhamnosus, que apresentou melhor
viabilidade celular, foi realizado por 50 consumidores nao treinados,
utiizando escala hedbnica de nove pontos, variando-se de “gostei
extremamente” (escore 9) a “desgostei extremamente” (escore 1) para os
atributos cor, sabor e impressao global, segundo Minim (2006), apés Oh e
120h de armazenamento a 8 °C.

Os dados do teste de aceitacdo para os atributos cor, sabor e
impressdo global foram analisados por Delineamento Inteiramente
Casualizado, em esquema fatorial 2x2, sendo duas amostras (salada de
frutas controle e contendo L. rhamnosus) e 2 tempos de armazenamento (0
e 120 horas).
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3.12. Anédlise estatistica

No experimento de selecdo do melhor composto inibidor de
escurecimento, foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado e
esquema de parcelas subdivididas, com 8 tratamentos e um controle nas
parcelas, com 3 repeticoes. As avaliagbes ao longo do tempo de
armazenamento (0 h, 24 h, 72 h e 120 h) constituiram as subparcelas.
Realizou-se analise de variancia. O teste de Tukey foi aplicado para
comparacdes multiplas entre médias. O fator tempo de armazenamento foi
estudado por regresséao linear, sendo a escolha do modelo feita de acordo
com o coeficiente de determinacéo.

A viabilidade de L. acidophilus foi avaliada utilizando delineamento
inteiramente casualizado com 3 repeticdes e esquema fatorial 4x2, sendo
quatro antioxidantes (cloridrato de cistéina 1 %, acido ascorbico 2 %, acido
citrico 2 %, metabissulfito de sodio 0,03 %) e 2 tempos de armazenamento
(0 e 120 horas). Realizou-se analise de variancia e teste de Tukey para
comparacdes multiplas de médias.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com 3 repeticdes
para o experimento de viabilidade das culturas probioticas de L. rhamnosus,
L. acidophilus e L. plantarum. Apos realizacdo da analise de variancia. As
médias dos diferentes tratamentos (salada de fruta controle e salada de fruta
contendo micro-organismos probiéticos) foram comparadas pelo teste de
Tukey.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com 3 repeticbes
no experimento para as analises de textura, pH, acidez e °Brix. Relizou-se
analise de variancia. As médias dos diferentes tratamentos (salada de fruta
controle e salada de fruta contendo micro-organismos probi6ticos) foram
comparadas pelo teste de Tukey.

Para vitamina C foi utilizado delineamento inteiramente casualizado,
com 3 repeti¢cdes, e esquema fatorial 2x4, sendo dois tratamentos (salada de
fruta controle e contendo L. rhamnosus) e 4 tempos de armazenamento (O,
48, 72 e 120 horas). Analise de variancia foi realizada. O fator tempo
também foi estudado por regresséo linear, sendo a escolha do modelo de

acordo com o coeficiente de determinagao.

37



Para carotenoides totais também foi utilizado delineamento
inteiramente casualizado, com 4 repeti¢coes, e esquema fatorial 2x2, sendo
dois tratamentos (salada de fruta controle e contendo L. rhamnosus) e 2
tempos de armazenamento (0 e 120 horas). Apenas o teste F da analise de
variancia foi aplicado para fazer inferéncias.

Todos os procedimentos estatisticos foram realizados considerando o

nivel de 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinacdo de PPO e cor da salada de frutas contendo L.

acidophilus e compostos inibidores do escurecimento

A cor das frutas presentes na salada foi afetada pelo processamento
e pelo periodo de armazenamento. Verificou-se diferenca (p<0,05) da
atividade enzimatica de polifenoloxidase pelo teste de Dunnett entre as
saladas de frutas do tratamento controle e as tratadas com acido ascorbico
1% e 2 % e cloridrato de cisteina 0,5 % e 1 %, sendo estes os melhores
agentes inibidores do escurecimento, que apresentaram menores atividades
enzimaticas quando comparadas as tratadas com metabissulfito de sédio
0,01 % e 0,03 % e acido citrico 1 % e 2 % que nao diferiram do controle o
qual apresentou atividade média de PPO de 1,67 U/g.min (Tabela 2).

Sabe-se que o0 escurecimento dos tecidos vegetais se deve ao
rompimento da membrana celular, que promove a liberacdo de enzimas que
entram em contato com o0s substratos fenodlicos, havendo, assim, uma
oxidacdo descontrolada dos mesmos com utilizacdo do oxigénio molecular
(JESUS et al., 2008).

Com relacdo a luminosidade (L*), ndo foi observada diferenca
significativa entre os tratamentos (p>0,05). Porém, verificou-se que o tempo
foi significativo (p<0,05) para L* ou seja, ao longo do tempo houve
escurecimento das frutas presentes na salada (Figura 1A).

O escurecimento € uma caracteristica de aparéncia que compde a cor
de frutas minimamente processadas. Fontes; Sarmento; Spoto (2007)
observaram menor escurecimento em macas minimamente processadas do
tratamento adicionado de solugdo conservadora contendo agentes
antioxidantes (acido citrico e acido ascorbico) presentes na solugcédo. De
acordo com os autores, as magds deste tratamento destacaram-se por
apresentarem caracteristicas mais proximas de uma maca natural recém

cortada.
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Tabela 2. Resultados médios para determinacdo de PPO e de cor (L*, a*, b*,
IC, IE, c* e h°) de saladas de frutas adicionadas de compostos inibidores do
escurecimento (tratamentos)

Tratamentos PPO L* a* b* IC IE c* h°
AAl 1,26 bBC 57,60aA 23,89aA 33,51aA 12,56aAB 112,66aA 41,28aA 1,26aAB
AA2 1,23 bBC 57,46aA 23,70aA 32,33aA 12,85 aAB 108,57aA 40,13aA 1,24 aB
CCO05 1,30 bBC 57,18aA 23,99aA 32,45aA 12,98 aA 110,05aA 40,30aA 1,23 aB
CC1 1,18 bC 59,04aA 22,57aA 33,43aA 11,57aABC 107,12aA 40,39aA 1,34aAB

MS001 1,67 aA 57,64aA 22,40aA 35,87aA 11,11aABC 119,41aA 42,40aA 1,44aAB
MSO003 153aAB  58,65aA 21,74aA 34,66aA 10,81aABC 111,27aA 40,96aA 1,44aAB

AC1 1,65 aA 58,89aA 21,83aA 36,85aA 10,09 aC 119,13aA 42,86aA 1,50 aA

AC2 1,44aABC 58,78aA 22,75aA 37,35aA 10,48aBC 122,10aA 43,80aA 1,46aAB

Cont. 1,67 aA 56,69aA 22,92aA  34,12aA 12,07aABC 116,74aA 41,18aA 1,34aAB
DMS-Dunnett 0,26 2,57 2,49 5,36 1,99 20,72 4,96 0, 20
DMS-Tukey 0,32 3,07 2,97 6,39 2,38 24,72 5,92 0,24

AAL: acido ascoérbico 1 %; AA2: acido ascorbico 2 %; CCO05: Cloridrato de cisteina 0,5 %;
CC1: Cloridrato de cisteina 1 %; MSO001: Metabissulfito de sédio 0,01 %; MSO003:
Metabissulfito de soédio 0,03 %; AC1: acido citrico 1 %; AC2: acido citrico 2 %; Cont.:
Controle.

Médias seguidas de mesma letra mindscula e mailscula na coluna nado diferem entre si a
5% de probabilidade pelo teste de Dunnett e pelo teste de Tukey, respectivamente.

Para os parametros a* e b* também ndo foi observado diferenca
significativa entre os tratamentos (Tabela 2). Porém, evidenciou-se a
influéncia do tempo de estocagem sobre esses parametros (Figuras 1B e
1C), havendo um aumento dos valores de a*, que tende ao vermelho, e
reducdo dos valores de b* que tende ao azul, durante o armazenamento,
resultado semelhante ao observado por Melo; Vilas Boas; Justo (2009) que
também constataram aumento dos valores de a* de banana maca
minimamente processada com o tempo de armazenamento para O0S
tratamentos utilizados.

O indice de cor (IC) varia de —20 a +20, sendo que quanto mais
negativo, mais verde € a cor da fruta e quanto mais positivo, mais intensa é
a coloracdo vermelha da fruta (MAZZUZ, 1996). No presente estudo,
constatou-se um aumento do indice de cor ao longo do tempo de
armazenamento (p<0,05) das saladas de frutas (Figura 2). Observou-se
também pelo teste de Dunnett que ndo houve diferenca (p>0,05) de IC entre
os tratamentos. Porém quando os mesmos foram avaliados pelo teste de
Tukey ao mesmo nivel de probabilidade, constatou-se que a salada de fruta
tratada com cloridrato de cisteina 0,5 % diferiu (p<0,05) daquelas
adicionadas de &cido citrico 1 % e 2 % (Tabela 2), o que indicou que 0 uso
do cloridrato de cisteina contribuiu para manutencéo da coloracdo vermelha

das frutas. Este resultado foi evidenciado também por meio do maior valor
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de a* (23,99) para a salada de fruta tratada com cloridrato de cisteina 0,5 %

guando comparado aos demais tratamentos (Tabela 2).
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Figura 1 — Equacédo de regressdo e coeficiente de determinacdo das
coordenadas L* (A), a* (B) e b* (C) de saladas de frutas minimamente
processadas submetidas a diferentes tratamentos por 3 minutos a 5 °C e

armazenadas por 120 horas.

Verificou-se também que as frutas macad e banana presentes nas
saladas apresentaram coloracdo rosea superficial indesejavel ao longo do
tempo de armazenamento quando tratadas com cloridrato de cisteina 0,5 %.
Melo; Vilas Boas (2006) verificaram que quanto menor a concentracao de
cisteina, maior foi a intensidade de roseamento de banana maca
minimamente processada e, segundo o0s autores, isto se deve
provavelmente a regeneracao de fendis quando a quantidade de cisteina
aplicada é baixa, o que explica provavelmente a cor résea constatada em

maca e banana tratadas somente com 0,5 % deste composto.
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Constatou-se para os tratamentos avaliados um aumento do indice de
escurecimento (IE), que mede a pureza da cor marrom, ao longo do tempo
de armazenamento das saladas de frutas a 8°C (p<0,10), o que esta de
acordo com os resultados de Fontes et al. (2008), que ao trabalharem com
coberturas comestiveis em macd minimamente processada também
observaram aumento do indice de escurecimento em fungdo do tempo de
armazenamento. Porém, no presente trabalho ndo foi constatado diferenca

significativa (p>0,05) entre os tratamentos (Tabela 2).

y=10,7 +0.0172x
10.5 2=0,910

T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Tempo (horas)

Figura 2 — Equacao de regresséao e coeficiente de determinacao do indice de
cor (IC) de saladas de frutas minimamente processadas submetidas a
diferentes tratamentos por 3 minutos a 5 °C e armazenadas por 120 horas.

Outra caracteristica da cor avaliada foi o indice Chroma (c*), que
denota sobre a saturacdo ou intensidade da cor. Valores de Chroma
menores correspondem ao padrao de cor mais fraco (“aspecto fosco do
objeto”) e, valores mais altos, ao padrdo de cor mais forte (“cores vivas”),
aspecto desejado para os alimentos (CARDOSO et al., 2007). Verificou-se
neste trabalho que n&o houve diferenca entre os tratamentos (p>0,05), tendo
este indice um valor médio entre os tratamentos de 41,47 (Tabela 2). Como
0 c* assumi valores préoximos a zero para cores neutras (cinza) e ao redor de
60 para cores vividas, verificou-se no presente estudo que apesar do tempo
ter causado impacto negativo sobre a intensidade da cor (p<0,1) das frutas
presentes nas saladas dos diferentes tratamentos, estas ainda mantiveram

sua coloracao mais proxima das cores vivas.
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O angulo de cor (h°) é um parametro muito utilizado também para
expressar a variagao da coloragdo em produtos vegetais (McGUIRE, 1992).
O h° assume valor zero para a cor vermelha, 90° para amarela, 180° para
verde e 270° para azul. Observou-se que as saladas de frutas apresentaram
valores de h° que variaram de 1,23° a 1,50° (Tabela 2), situando-se no
primeiro quadrante, o que evidencia a predominancia da coloragéo vermelha
do conjunto de frutas presentes na salada.

Outra caracteristica avaliada foi o AE* que mede a diferenca de cor
entre a fruta fresca e a processada. Quanto maior o valor de AE*, maior a
diferenca total de cor do produto processado em relacdo ao produto original.
Como se objetivou neste estudo utilizar diferentes antioxidantes a fim de
retardar o escurecimento das frutas para que se obtivesse ao longo do
periodo de armazenamento um produto semelhante a sua forma fresca,
mantendo as caracteristicas originais da fruta, quanto menor o AE*, melhor o
resultado. Assim, verificou-se diferenca significativa (p<0,01) entre o
tratamento controle (AE* = 6,74) e aquele tratado com acido citrico 2% (AE*
= 3,24) ao longo do periodo de armazenamento, evidenciando que este
acido conservou a cor das saladas de frutas minimamente processadas.

A partir dos resultados obtidos, constatou-se que o cloridrato de
cisteina 0,5 % influenciou a aparéncia da salada de frutas, além de deixar
sabor residual no produto. Dessa forma, o &cido ascorbico 1 % foi
selecionado como agente inibidor do escurecimento das saladas de frutas,

sendo utilizado nos experimentos posteriores.

4.2. Viabilidade de L. acidophilus na salada de frutas contendo os

agentes inibidores do escurecimento em maiores concentracdes

Com relacdo a viabilidade de L. acidophilus na salada de frutas
minimamente processada, constatou-se que a contagem de bactérias laticas
variou de 8,38 Log UFC/g para a salada de frutas adicionada de
metabissulfito de sdédio 0,03 % a 8,53 Log UFC/g para a salada de frutas
adicionada de cloridrato de cisteina 1 %, logo apds o processamento (tempo
0). Os compostos inibidores utilizados néo influenciaram (p>0,05) a

viabilidade de L. acidophilus (Tabela 3). Entretanto, ap6s 120 horas de
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armazenamento a 8 °C, observou-se reducdo significativa (p<0,05) da
viabilidade de L. acidophilus.

Ro6Rle et al. (2010a) utilizaram L. rhamnosus em magas minimamente
processadas tratadas com o antioxidante Natureseal® e verificaram que,
ap6s 10 dias de armazenamento, o produto continha 10® UFC/g desta
bactéria. Estes autores concluiram que o produto € uma alternativa para
consumidores de alimentos probidticos e que poderia ser particularmente

utilizado por criancgas.

Tabela 3 — Média da contagem de bactérias laticas (Log UFC/g) em salada
de frutas minimamente processadas adicionadas de compostos inibidores de

escurecimento, apés 0 e 120 horas de processamento e armazenamento a 8

°C
ratamentos CC1% AA2% AC2% MSO0.03% Média
Tempo

Oh 8.53 8.42 8.50 8.38 8.46 a
120 h 7.61 7.61 7.42 7.32 7.49b
Média 807A 801A 796A 7.85A

CC1: Cloridrato de cisteina 1 %; AA2: &cido ascorbico 2 %; AC2: acido citrico 2 %; MS 003:
Metabissulfito de sddio 0,03 %.

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna,
respectivamente, ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.

N&do esta claro na literatura a concentracdo minima de micro-
organismos probidticos necessaria para promover o efeito benéfico no
organismo hospedeiro. Alguns pesquisadores sugerem concentracdes
maiores que 10° UFC/g (DAVE; SHAH, 1997a; SAAD, 2006) enquanto
outros sugerem concentracdes de pelo menos 10’ a 10® UFC/g (LOURENS—
HATTINGH; VILJEON, 2001). Dessa forma, com base na literatura
consultada, a salada de frutas desenvolvida neste estudo utilizando
diferentes antioxidantes pode ser considerada veiculo de bactérias
probiéticas uma vez que contém acima de 10’ UFC de L. acidophilus por
grama do produto, além de poder ser consumida por criancas, idosos,
individuos vegetarianos, intolerantes a lactose e pessoas com restricdo de

colesterol na dieta.
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4.3. Viabilidade de micro-organismos probidticos em salada de frutas

minimamente processadas ao longo do armazenamento

Verificou-se que a viabilidade dos micro-organismos probidticos nas
saladas de frutas se manteve acima de 7,83 Log UFC/g ao longo das 120
horas de armazenamento a 8 °C (Tabela 4), sendo o produto considerado
probiético por conter acima de 7,00 Log UFC/g. Assim, uma embalagem
contendo 100 gramas de salada de frutas probittica oferece ao consumidor
uma populacao de 9,83 Log UFC/g, quantidade suficiente de bactérias para
promover beneficios ao organismo hospedeiro (DAVE; SHAH, 1997a; SAAD,
2006).

A avaliacdo da viabilidade de L. rhamnosus HNOO1 em melédo
minimamente processado armazenados a 6 °C e 15 °C foi assunto de
estudo de Oliveira P. et al. (2011). Contagens da cultura probidtica acima
de 8,0 Log UFC/g por até 120 horas de armazenamento foram observadas,
0 que sugere que o meldo é uma fruta com 6timo potencial para adicao de
micro-organismos probioticos.

Observou-se também no presente estudo que o fator tempo néo
influenciou (p>0,05) a viabilidade das culturas e n&o houve interagéo entre
tempo e probiotico (p>0,05). No entanto, os micro-organismos probioticos
diferiram entre si (p<0,05) quanto a viabilidade, sendo L. rhamnosus a

cultura mais viavel (Tabela 4).

Tabela 4. Médias da contagem (Log UFC/g) de bactérias probidticas em
salada de frutas minimamente processadas em diferentes tempos de
armazenamento

Probidtico Médias de viabilidade
L. rhamnosus 8.49 a
L. acidophilus 7.96 b
L. plantarum 7.83Db

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Como néo houve interacao significativa entre os tratamentos (culturas
probidticas) e o tempo, 0os micro-organismos foram estudados isoladamente.

A regressdo da viabilidade esta apresentada na Figura 3, onde cada ponto
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se refere a média de todos os probioticos em 3 repeticdes. Portanto, cada

ponto vem de 9 observacdes.
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Figura 3. Regressdo da viabilidade dos micro-organismos probidticos em

saladas de frutas em funcdo do tempo de armazenamento.

Manter a viabilidade dos micro-organismos probiéticos durante o
periodo de armazenamento representa um desafio tecnolégico, uma vez que
muitas bactérias probidticas sdo sensiveis a exposicdo a oxigénio, calor e
acidos. No presente estudo, a fim de minimizar o escurecimento enzimatico
das frutas, selecionou-se como agente inibidor acido ascérbico 1 %. Assim,
para sua conservacdo, as frutas minimamente processadas sofreram a
adicdo deste composto, que de acordo com Saad et al. (2011), leva a
reducdo do potencial redox do produto, o que é positivo para o género
Lactobacillus, que apresenta, em sua maioria, metabolismo microaerofilico.

Diferente da matriz vegetal, Dave; Shah (1997a) estudaram a
viabilidade de bactérias probioticas durante a fabricacdo e armazenamento
de iogurtes suplementados com acido ascérbico por 35 dias e constataram
que a contagem de L. acidophilus durante a estocagem decresceu mais
lentamente com o aumento da concentracdo de acido ascoérbico. Em outro
estudo, Dave; Shah (1997b) avaliaram a viabilidade de Streptococus
thermophilus, L. acidophilus e bifidobactéria em leites fermentados
adicionados de cisteina e observaram que a viabilidade de L. acidophilus foi

mantida com a adicdo deste composto, sendo superiores a 5,0 Log UFC/mL
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durante os 35 dias de armazenamento do produto. Dessa forma, com base
nestes estudos percebe-se que a adicAo de compostos inibidores do
escurecimento contribui para manter a viabilidade das culturas, por atuarem

na reducédo do potencial redox do produto.

4.4. Avaliacdo da adeséao, distribuicdo e morfologia dos micro-
organismos probiéticos ao tecido das frutas por microscopia eletrénica

de varredura

O tecido vegetal € formado de sistemas multi-fasicos, com uma micro-
estrutura interna intrincada constituida por células, espacos inter-celulares,
poros e capilares. A parede celular vegetal, quando intacta, constitui uma
barreira fisica eficiente contra o ataque de micro-organismos (BRACKETT;
SPLITTSTOESSER, 2001). No entanto, de acordo com Oliveira M. et al.
(2011), as etapas do processamento minimo de vegetais, tais como
descascamento e corte promovem danos no tecido vegetal promovendo a
liberacdo de exsudado celular rico em minerais, acUcares, vitaminas e outros
nutrientes, criando, assim, condi¢cdes ideiais para o0 crescimento microbiano.
De acordo com Ro6Rle et al. (2010a), estas condi¢des viabilizam a producéo
destes alimentos como veiculadores de micro-organismos probioticos e
resultados similares foram observados no presente estudo.

Pela figura 4A e 4B, pode-se observar que os tecidos das frutas
banana e macd danificados pelo processamento minimo permitiram a
entrada e abrigo das células bacterianas e constituiram-se em sitios de
adesao oferecendo condi¢cdes que favorecem a internalizacdo microbiana,
provavelmente devido a abundancia de nutrientes exsudados desses locais.

Segundo Solomon; Brandl; Mandrell (2006), para sobreviverem, as
bactérias alojam-se em estruturas com espacos interconectados e adaptam-
se a um habitat heterogéneo, mas com alto potencial de oferecer condicdes
para seu crescimento, em funcdo da presenga de agua e nutrientes, como é

0 caso do tecido das frutas.
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Figura 4 — Fotomicrografia da superficie de banana (a) e de maca (b) logo
apos o processamento minimo (tempo 0) com sitios (indicados por setas)

com potencial para adesao microbiana.

Nas fotomicrografias observou-se elevado numero de L. rhamnosus
(Figuras 5 e 6), L. acidophilus (Figuras 7 e 8) e L. plantarum (Figuras 9 e 10)
aderidos a superficie das frutas minimamente processadas. Verificou-se
também que as células se encontram predominantemente bem distribuidas
no tecido vegetal das diferentes frutas, havendo em algumas frutas a
formacdo de um aglomerado de células aderidas ao tecido. N&ao foi
observada alteracdo da morfologia das células em funcéo de estresse, como
o baixo pH do tecido vegetal, havendo predominancia da forma de
bastonetes.

Constatou-se que as culturas probiodticas apresentam boa capacidade
para adesdo em todas as frutas avaliadas. Entretanto, observou-se maior
adesao das culturas em banana, maca e goiaba. A adesédo das culturas
probidticas ao tecido dessas frutas pode ser atribuido a micro-estrutura e
formato desses vegetais que abrigam os micro-organismos em nichos que
viabilizam sua sobrevivéncia. Além disso, as caracteristicas intrinsecas da
micro-arquitetura da superficie do vegetal, devido a presenca de
rugosidades e de compostos prebidticos naturais, como os oligossacarideos,
protegem também o0s micro-organismos probiéticos do ambiente acido do
estbmago, além de ser fonte de nutrientes, influenciando positivamente sua
sobrevivéncia (RANADHEERA; BAINES; ADAMS, 2010).

Segundo Mitsou et al. (2011), a banana contem quantidades

consideraveis de frutooligossacarideos prebidticos que induzem o efeito
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bifidogénico em humanos. A presenca desses frutanos justifica a elevada
adesao de L. acidophilus (Figura 7B) ao tecido da fruta utilizada na salada
elaborada nesse estudo, sendo a banana uma fruta promissora para veicular
culturas probidticas.

A maca é uma fruta rica em carboidratos, pectina, fibra bruta e
minerais, sendo uma boa fonte de nutrientes (MAHAWAR; SINGH,;
JALGAONKAR, 2012) para as culturas probidticas. No presente trabalho,
constatou-se alto nimero de células de L. rhamnosus e L. plantarum
aderidos ao tecido dessa fruta (Figuras 6A e 10A). Ainda com relacdo a
maca, segundo Alzamora et al. (2005), os espacos intercelulares,
comumente chamados de poros, presentes no tecido parenquimatoso desta
fruta podem desempenhar um papel importante na penetragcdo de micro-
organismos, uma vez que ocupam de 20 a 25 % do volume total da fruta.
Esses poros sdo grandes o suficiente para garantir a passagem microbiana
para o interior do produto. Células maduras do parénquima da maca, por
exemplo, podem apresentar tamanho de 50 a 500 pum de diametro, e a
maioria das células bacterianas variam de 0,2 a 2,0 um de diametro e de 2,0
a 8,0 um de comprimento (TORTORA; FUNKE; CASE, 2007), o que garante
a internalizacdo das culturas probiéticas nos compartimentos celulares de
frutas, como a maca.

Betoret et al. (2003) e Alzamora et al. (2005) estudaram a
impregnacdo a vacuo de bactérias probidticas em magd com resultados
promissores, sendo a mag¢a usada como fruta modelo neste processo. De
acordo com os autores, matrizes de frutas s&o, certamente, uma area
importante de pesquisa e desenvolvimento com grande potencial para o
mercado de alimentos funcionais. Segundo Kourkoutas; Kanellaki; Koutinas
(2006), frutas como maca, por conterem celulose, podem exercer um
possivel efeito protetor sobre os micro-organismos probidticos durante a
passagem pelo trato intestinal, garantindo que culturas probidticas a
exemplo de L. casei chegue até o coOlon e promova efeitos benéficos ao
hospedeiro, uma vez que esta fruta contém o0s pré-requisitos necessarios

para adesédo do probiotico ao tecido vegetal.
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Figura 5 — L. rhamnosus aderidos a superficie das frutas abacaxi (A),
banana (B), goiaba (C) logo ap6s o processamento das saladas (tempo 0) e

apos 120 horas de armazenamento.
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Figura 6 — L. rhamnosus aderidos a superficie das frutas maca (A), mamao

(B) e manga (C) logo ap6s o processamento das saladas (tempo 0) e apés

120 horas de armazenamento.
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Figura 7 — L. acidophilus aderidos a superficie das frutas abacaxi (A),

banana (B) e goiaba (C) logo ap6s o processamento das saladas (tempo 0)
e apos 120 horas de armazenamento.
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Figura 8 — L. acidophilus aderidos a superficie das frutas maca (A), mamao

(B) e manga (C) logo ap6s o processamento das saladas (tempo 0) e apés

120 horas de armazenamento.
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Figura 9 — L. plantarum aderidos a superficie das frutas abacaxi (A), banana

(B) e goiaba (C) logo apés o processamento das saladas (tempo 0) e apés

120 horas de armazenamento.
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Figura 10 — L. plantarum aderidos a superficie das frutas maca (A), mamao

(B) e manga (C) logo ap6s o processamento das saladas (tempo 0) e apés

120 horas de armazenamento.

No presente trabalho, a goiaba também se mostrou como uma matriz
promissora para veicular L. rhamnosus (Figura 5C). Nao se observou alto
namero de células de L. rhamnosus e L. plantarum aderidas ao tecido de

abacaxi, provavelmente devido as suas caracteristicas intrinsecas, como pH
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e acidez, que podem restringir o crescimento dos micro-organismos. No
entanto, o abacaxi € uma fruta bem apreciada pelos consumidores e deve
ser utilizada no preparo de saladas de frutas.

Observou-se que o tecido de maméao e manga (Figuras 8B e 8C) foi
mais susceptivel a adesdo de L. acidophilus, comparado as outras culturas
probidticas usadas neste estudo.

Apesar da incorporacdo de bactérias probidticas em frutas
processadas ser um desafio, € altamente vantajosa, pelo fato dessa
categoria de alimentos, rica em nutrientes, ser consumida pela maioria dos
individuos, sendo bem aceita pelo publico (SAAD et al., 2011). Além disso,
apesar da escassez de estudos que demonstrem o efeito das frutas como
matriz alimenticia na sobrevivéncia e/ou atividade de micro-organismos
probioticos, os estudos realizados até o momento, indicam um efeito neutro
e até mesmo positivo sobre a microbiota probiodtica e sua interacdo com o
hospedeiro (ESPIRITO-SANTO et al., 2011).

4.5. Determinacéo de textura das frutas utilizadas na salada

Constatou-se que a adicao das culturas probiéticas de L. rhamnosus e
L. plantarum n&o promoveu alteracdo significativa na textura das frutas
presentes na salada (p>0,05) em relacdo as frutas controle (Tabelas 5 e 6).
Porém observou-se que a textura de macd, foi alterada (p<0,05) com a
adicdo de L. acidophilus, o que é indesejavel, comparado ao tratamento
controle (Tabela 7).

Ro6Rle et al. (2010a) verificaram que macas do tratamento controle e
contendo L. rhamnosus GG perderam textura apés o segundo dia de
armazenamento, diferente do que foi observado no presente estudo, uma
vez que L. rhamnosus néo alterou (p>0,05) a textura de maca comparado ao
controle (Tabela 5) durante o periodo de armazenamento. No entanto,
constatou-se perda de textura desta fruta na salada contendo L. acidophilus

(Tabela 7) ao longo do tempo (p<0,05).
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Tabela 5. Resultados médios (n=12) de firmeza (N) das frutas utilizadas em

salada dos tratamentos controle e contendo L. rhamnosus

Tratamento Manga Mamao Banana Goiaba Maca Abacaxi

Controle 18.36 a 541 a 16.68 a 30.53 a 48.02a 19.39a
L. rhamnosus 16.11 a 4.80 a 13.87 a 25.12 a 49.83a 20.72a

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste F (p>
0.05).

Tabela 6. Resultados médios (n=12) de firmeza (N) das frutas utilizadas em

salada dos tratamentos controle e contendo L. plantarum

Tratamento Manga Mamao Banana  Goiaba Macéa Abacaxi

Controle 10.30a 8.55a 1524 a 59.8 a 115.20 a 26.45 a
L. plantarum 16.67 a 8.04 a 14.38 a 68.3 a 112.21 a 29.92 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste F (p>
0.05).

Tabela 7. Resultados médios (n=12) de firmeza (N) das frutas utilizadas em

salada dos tratamentos controle e contendo L. acidophilus

Tratamento Manga Mamao Banana Goiaba Macd  Abacaxi

Controle 18.00 a 5.05a 13.15a 35.55a 71.49a 20.15a
L. acidophilus 2235a 4.55a 11.63 a 2491 a 50.41b 20.97a

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente pelo teste F (p>
0.05).

ApOs o processamento e ao longo do armazenamento, é esperado
que as frutas apresentem reducdo na sua textura e firmeza, em funcao de
danos ocasionados aos tecidos, que promovem a liberacdo de &gua e
exsudado. Para as frutas avaliadas, verificou-se que o tempo influenciou
(p<0,05) a textura de manga e mamao nas saladas de frutas contendo L.
rhamnosus (Figura 11). Porém, a textura destas frutas n&o foi afetada pelos
tratamentos e nem pela interacdo tempo e tratamento. E possivel observar a
reducdo da textura destas frutas por meio das meédias dos valores de ambos

os tratamentos (Figura 11).
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Figura 11. Equacgdo de regresséo e coeficiente de determinagéao de textura

de manga e maméo na salada de frutas controle e contendo L. rhamnosus

em funcéo do tempo de armazenamento.

Verificou-se também que a textura de mamao e banana na salada de
frutas contendo L. plantarum (Figura 12) foi influenciada pelo tempo de
armazenamento (p<0,05), embora os tratamentos ndo tenham diferido entre
si e a interacdo tempo e tratamento ndo tenha sido afetada (p>0,05).
Portanto, a reducdo da textura destas frutas foi determinada por meio das

médias dos valores de ambos os tratamentos (Figura 12).
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Figura 12. Equacao de regressao e coeficiente de determinacdo de textura

de mamao e banana na salada de frutas controle e contendo L. plantarum

em funcéo do tempo de armazenamento.

58



Mamao, banana e macéd na salada de frutas contendo L. acidophilus
(Figura 13) perderam firmeza durante o periodo de armazenamento
(p<0,05). No entanto, somente a textura de maca (Tabela 7) foi afetada pela
adicdo de L. acidophilus (p<0,05). Nao se constatou interacdo significativa
(p>0,05) entre 0o tempo de armazenamento e 0s tratamentos para estas
frutas.

Observou-se que a textura de mamaéao reduziu (p<0,05) ao longo de
120 horas de armazenamento a 8 °C para todos os tratamentos. Além disso,
a textura de banana foi influenciada pelo tempo (p<0,05) nos tratamentos

controle e contendo L. acidophilus e L. plantarum.
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Figura 13. Equacao de regressao e coeficiente de determinacdo de textura
de maméo, banana e macd na salada de frutas controle e contendo L.

acidophilus em func&o do tempo de armazenamento.

Frutas climatéricas como mamao, banana e manga apresentam curta
vida de prateleira, sendo o mamao uma fruta de elevada perecibilidade.
Safiudo-Barajas et al. (2009) estudaram o metabolismo celular e as enzimas
envolvidas no processo de amaciamento pos-colheita de maméao e
verificaram que no ponto de colheita as frutas apresentaram textura igual a
144N, chegando a 17 N no sexto dia de armazenamento. J4 Tapia et al.
(2008) verificaram que a textura de mamé&o minimamente processado foi de
aproximadamente 2 N ao longo de oito dia de estocagem a 4 °C. Para os
autores, 0 amaciamento de mamao ocorreu principalmente devido a hidrdlise
dos acidos pécticos nas paredes das células, o que promoveu a perda da

firmeza, como observado também no presente estudo.
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4.6. Caracteristicas fisico-quimicas das saladas de frutas

Verificou-se que a salada de frutas adicionada de L. rhamnosus
apresentou valores de pH e acidez diferentes das saladas de frutas do
tratamento controle (p<0,05) (Tabela 8). A reducdo do pH e aumento da
acidez do produto se deve, provavelmente, a producdo de &cidos, uma vez
que L. rhamnosus é uma bactéria heterofermentativa. E importante
considerar que esta cultura apresentou maior viabilidade (p<0,05) nas
saladas de frutas probidticas comparada as saladas adicionadas de L.

acidophilus e L. plantarum, o que justifica a alteracé&o de pH e acidez.

Tabela 8. Resultados médios de pH, acidez e teor de sdlidos soluveis (°Brix)
de saladas de frutas minimamente processadas dos tratamentos controle e

contendo bactérias probidticas em diferentes tempos de armazenamento

Tratamentos pH Acidez Sdlidos solaveis (°Brix)
Controle 4.15a 0.319Db 11.84a

L. rhamnosus 391b 0.461 a 11.50 a

L. acidophilus 411 a 0.387 ab 12.08 a

L. plantarum 411 a 0.337b 12.00 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

O tempo néo influenciou (p>0,05) o pH, a acidez e o teor de solidos
soluveis das saladas de frutas em nenhum dos tratamentos. No entanto,
normalmente, os &cidos organicos tendem a diminuir no decorrer do
armazenamento, a medida que sao utilizados durante a respiracdo ou
convertidos em acucares, mas por outro lado, a acidez titulavel pode
aumentar também durante o0 armazenamento, provavelmente em
decorréncia do baixo metabolismo respiratorio, que gera um acumulo de
acidos nos vacuolos, a medida que os teores de sélidos solaveis aumentam
(ALVES et al., 2010).

N&do se constatou diferenca (p>0,05) entre os tratamentos com
relacdo ao teor de solidos soluveis das saladas de frutas. RoRle et al.
(2010b) também ndo verificaram alteragcdo deste parametro em macas
minimamente processadas inoculadas com L. rhamnosus GG e mantidas a 2

e 4 °C por 14 dias. Resultados similares também foram relatados por Melo;
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Vilas-Boas; Justo (2009) no qual néo foi observado variacéo significativa em
banana magd@ minimamente processada no tempo zero (logo apés o

processamento) comparado ao quarto dia de estocagem a 5 °C.

4.6.1. Vitamina C e carotenodides totais das saladas de frutas

Verificou-se que a salada de frutas contendo L. rhamnosus
apresentou maior teor de vitamina C (p<0,05) comparada ao tratamento
controle, até as 72 horas de armazenamento (Tabela 9). O maior teor de
vitamina C nas saladas contendo L. rhamnosus se deve ao fato das frutas
deste tratamento serem imersas em solu¢do de acido ascorbico 1 % para
minimizar o escurecimento enzimatico, o que promoveu o enriquecimento do
produto, comparado ao controle. Além disso, observou-se acentuada
reducao do teor de vitamina C na salada de frutas contendo acido ascoérbico
1 %, em funcdo deste composto estar livre no produto e ndo presente
naturalmente, como na salada de frutas do tratamento controle, onde se

constatou menor reducéo.

Tabela 9. Resultados médios de vitamina C (mg/100g) nas saladas de frutas
dos tratamentos controle e contendo L. rhamnosus, ao longo do periodo de

estocagem a 8 °C

Tratamentos Oh 48 h 72 h 120 h
Controle 29,88 b 13,06 b 1293 b 10,71 a
L.rhamnosus 109,22 a 37,99 a 26,43 a 13,14 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

A Ingestéo Diaria Recomendada (IDR) de vitamina C varia conforme a
idade e condi¢Bes de saude. De acordo com a RDC n.° 269 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a recomendacéo de ingestao de
vitamina C €& de 45 mg/dia (BRASIL, 2005). Assim, considerando a
legislacdo brasileira e os resultados obtidos, basta ingerir 200g de salada de
frutas controle ou 100g de salada contendo a cultura probidtica, logo apds o
processamento, para adquirir a quantidade diaria necessaria de vitamina C.
Ja segundo Otten; Hellwig; Meyers (2006), do guia de absorcao dietética de

referéncia dos Estados Unidos, a recomendacéo diaria de vitamina C para a
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populacdo masculina e feminina, com idade acima de 18 anos, € de 90 mg e
75 mg, respectivamente.

Além de haver diferenca do teor de vitamina C entre as saladas de
frutas controle e contendo L. rhamnosus, constatou-se também efeito
significativo do tempo de armazenamento (p<0,05) e da interacdo dos
fatores tratamento e tempo (p<0,05) sobre o teor de acido ascorbico. Dessa
forma, ajustou-se um modelo de regressdo em funcao do tempo em cada
tratamento (Figura 14).

Assim, verificou-se um declinio do teor de vitamina C das saladas de
frutas de ambos os tratamentos em funcdo do tempo de estocagem (Figura

14), o que esta de acordo com dados da literatura.
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Figura 14. Equacéo de regressao e coeficiente de determinacéo de vitamina
C em funcédo do tempo de armazenamento de saladas de frutas controle e

contendo L. rhamnosus.

Segundo Beaulieu (2011), o conteudo de vitamina C geralmente reduz
apos o processamento e tende a diminuir com o armazenamento, pois 0S
danos mecanicos causados pelo processamento minimo nos tecidos
vegetais promovem a desorganizacdo celular ocasionando a oxidacdo do
acido ascorbico a acido dehidroascorbico, em razdo da atuacdo direta da

enzima &cido ascorbico oxidase, ou pela acdo de enzimas oxidantes como a
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peroxidase (CHITARRA; CHITARRA, 2005). O processamento minimo
resulta também em um aumento na atividade respiratoria e na producao de
etileno que, quando associados, aumentam as taxas de outras reacoes
bioquimicas responsaveis por mudancas de cor, odor, textura e qualidade
nutricional das frutas. Essas alteracdes representam um impacto sobre os
compostos fotoquimicos e sobre as propriedades antioxidantes, sendo esta
Gltima atribuida a componentes bioativos tais como vitamina C e
carotendides, que sdo benéficos a salude e estdo presentes no fruto intacto
(ROBLES-SANCHEZ et al., 2007).

Neste estudo ndo se observou degradacao significativa no teor de
carotendides (p>0,05) ao longo do periodo de armazenamento entre as
saladas de frutas dos tratamentos controle e contendo L. rhamnosus (Tabela
10).

Tabela 10. Médias (n=8) de carotendides totais de saladas de frutas dos
tratamentos controle e contendo L. rhamnosus logo apds o processamento
(tempo O h) e ap6s 120 h a8 °C

Conteudo de carotendides totais (mg/qg)

Tratamentos Oh 120 h
Controle 0,01a 0,01a
L. rhamnosus 0,01a 0,01a

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Rodriguez-Amaya; Kimura; Amaya-Farfan (2008) relataram que os
alimentos que contém mais de 0,02 mg/g de carotendides sao fontes ricas
deste pigmento, importante para a saude. De acordo com De-Ancos et al.
(2011), n&o existe recomendacédo para consumo diario de carotenodides, mas
estudos sugerem a ingestdo de 5 a 6 mg diariamente. Dessa forma, com
base nesta informagao, o consumo de 100 g de saladas de frutas elaborada
no presente estudo oferece ao consumidor 1 mg de carotendides totais,
sendo considerada boa fonte deste composto benéfico ao organismo.

Resultados similares foram observados por Djioua et al. (2009), que

encontraram aproximadamente 1 mg/100g de carotendides em manga
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minimamente processadas armazenadas a 6 °C por seis dias, valor

semelhante ao encontrado nas saladas de frutas do presente estudo.

4.7. Caracteristicas microbioldgicas das saladas de frutas

A qualidade e a seguranca dos produtos minimamente processados
dependem da adocdo das boas praticas agricolas e das boas praticas de
fabricacdo durante todas as etapas de processamento, sobretudo das
condicbes higiénicas dos manipuladores e da temperatura de estocagem.
Na Tabela 11 esta apresentada a qualidade microbiologica das saladas de
frutas elaboradas. Verificou-se baixa contagem de micro-organismos
psicrotroficos nos tratamentos controle e adicionados de bactérias
probiodticas logo ap6s o processamento. No entanto, ao longo do tempo,
constatou-se aumento desta microbiota, principalmente na salada de frutas
controle comparada aquelas contendo L. rhamnosus e L. acidophilus. Assim,
as saladas de frutas contendo estas culturas probidticas apresentaram
contagens de micro-organismos psicrotroficos de, no minimo, 2,0 Log UFC/g
inferiores em relagdo as saladas controle ap6s 120 horas de
armazenamento a 8 °C (Tabela 11).

O efeito de L. rhamnosus e L. acidophilus sobre a reducdo da
contagem de psicrotréficos e de L. acidophilus e L. plantarum sobre a
reducdo do numero mais provavel de coliformes a 30 °C nas saladas de
frutas armazenadas por até 120 horas deve-se, provavelmente, a
biopreservacdo, uma vez que estas culturas além de produzirem acidos que
promovem a reducdo do pH do meio, criando condi¢cdes desfavoraveis ao
crescimento microbiano, produzem peptideos antimicrobianos que podem
inibir ou inativar o desenvolvimento de bactérias indesejaveis em alimentos.
Segundo Trias et al. (2008), as bactérias laticas podem atuar como
competidoras e antagonistas da microbiota deterioradora e patogénica em
frutas minimamente processadas, mantendo a seguranca e a vida Util

desses produtos.
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Tabela 11. Média da contagem (n=3) de micro-organismos psicrotréficos (Log UFC/g), do nimero mais provavel de

coliformes a 30 °C e a 45 °C (NMP/g) e analise de Salmonella em saladas de frutas controle e contendo culturas

probidticas
Tempo 0 h Tempo 120 h
Tratamentos Psicrotroficos Coliformes Coliformes Salmonella Psicrotroficos Coliformes  Coliformes Salmonella
30°C 45 °C 30°C 45 °C
Controle 2,6 <30 <3,0 Auséncia 5,1 <3,0 <30 Auséncia
L. rhamnosus 2,5 <3,0 <3,0 Auséncia 2,9 <3,0 <3,0 Auséncia
Controle <1,0 <3,0 <3,0 Auséncia 4.0 12,1 <30 Auséncia
L. acidophilus <10 <30 <30 Auséncia <10 <30 <3,0 Auséncia
Controle 2,4 < 3,0 <3,0 Auséncia 2,7 6,7 <3,0 Auséncia
L. plantarum 2,2 <30 <3,0 Auséncia 2,2 <3,0 <30 Auséncia
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Estirpes de L. rhamnosus produzem peptideos antimicrobianos que
inibem Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella Typhi, Shigella
sp., Proteus wvulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, entre outros micro-organismos (PITHVA et al.,
2011). Alegre et al. (2011) avaliaram a adicao de L. rhamnosus GG em maca
minimamente processada e seu efeito sobre o crescimento de patdégenos
como L. monocytogenes e Salmonella de diferentes estirpes e constataram
que a contagem de L. monocytogenes reduziu 1,00 ciclo Log nas macas
inoculadas com a cultura probidtica.

A salada de frutas elaborada no presente trabalho atendeu aos
padrdes microbioldgicos estabelecidos pela RDC n.° 12 da Anvisa (BRASIL,
2001), para hortalicas e frutas frescas, in natura, preparadas (descascadas,
selecionadas ou fracionadas), sanificadas, refrigeradas ou congeladas, para
o consumo direto, uma vez que esta legislacdo preconiza até 10° NMP/g
para coliformes a 45°C e auséncia de Salmonella em 25 g do produto. Dessa
forma, a salada de frutas encontrava-se apta para consumo até 120 horas
apds o processamento.

Oliveira et al. (2011) verificaram elevadas populacées de micro-
organismos psicrotréficos, acima de 7,1 Log UFC/g em amostras de vegetais
minimamente processados comercializados na regido Sudeste do Brasil, o
gue sugere a curta vida de prateleira, bem como a pobre qualidade higiénico
sanitaria do produto. Os autores observaram também que 85 % das
amostras avaliadas continham acima de 3,0 log NMP/g de coliformes totais e
69,2 % continham acima de 2,0 log NMP/g de coliformes termotolerantes,
sendo que Salmonella estava presente em duas amostras avaliadas,
diferente dos resultados obtidos no presente trabalho, uma vez que foram
adotadas as boas praticas de fabricacdo nas etapas de processamento

minimo das saladas de frutas.

4.8. Aceitabilidade sensorial das saladas de frutas

A andlise sensorial foi realizada apds o processamento e no final da

vida de prateleira das saladas para verificar se haveria diferenca na
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aceitacdo das amostras pelos consumidores. Os resultados de aceitabilidade
sugerem que as saladas de frutas de ambos os tratamentos foram bem
aceitas, uma vez que as notas encontram-se acima de 7,0, gostei
moderadamente, na escala heddnica de nove pontos para os atributos
avaliados (Tabela 12), ndo havendo diferenca (p>0,05) entre a salada de

fruta do tratamento controle e a adicionada de L. rhamnosus.

Tabela 12. Médias dos atributos cor, sabor e impresséao global de saladas de
frutas dos tratamentos controle e contendo L. rhamnosus logo apds o

processamento (tempo 0 h) e apds 120 h de armazenamento a 8 °C

Cor Sabor Impresséo Global
Tempo Tempo Tempo
Amostras Oh 120h Média Oh 120 h Média Oh 120 h Média
Controle 8.04 7.22 7.63a 7.90 7.16 7.53a 8.00 7.32 7.66a
L. rhamnosus  7.58 7.26 7.42a 7.50 7.26 7.38a 7.68 7.30 7.49a
Média 7.81A 7.24B 7.70A 7.21B 7.84A 7.31B

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha,
respectivamente, ndo diferem entre si pelo teste F (p < 0,05).

Verificou-se que a adicdo de L. rhamnosus ndo promoveu alteracao
na aceitacdo das saladas de frutas, comparado ao controle, para os atributos
cor, sabor e impressao global (p>0,05), apés o processamento. No entanto,
constatou-se impacto significativo do tempo sobre os atributos avaliados
(p<0,05). RoRle et al. (2010a) avaliaram a aceitabilidade de macas
minimamente processadas enriquecidas com cultura probittica e também

verificaram que o produto foi bem aceito pelos provadores.
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5. CONCLUSOES

Acido ascorbico e cloridrato de cisteina foram mais efetivos em
retardar o escurecimento das saladas de frutas. O &cido ascorbico foi
selecionado como melhor agente inibidor do escurecimento das saladas, por
ser de menor custo e contrubuir para enriquecer o contetdo de vitamina C
das saladas, além de ser um produto inécuo e natural.

As saladas de frutas escureceram ao longo do periodo de
armazenamento a 8 °C, o que foi constatado pela reducédo dos valores de L*.
Por outro lado, os valores de a*, c*, angulo h° e IC indicaram predominancia
de cores vividas nas saladas de frutas, com tendéncia a cor vermelha.

Os agentes inibidores de escurecimento ndo promoveram impacto
negativo sobre a viabilidade de L. acidophilus.

As saladas de frutas minimamente processadas contendo L.
acidophilus, L. rhamnosus e L. plantarum podem ser consideradas veiculos
de bactérias probioticas por até 120 horas de armazenamento a 8 °C, uma
vez que os resultados de viabilidade encontrados foram semelhantes aos
verificados para produtos lacteos disponiveis no mercado e podem ser
consumidas por individuos vegetarianos, criancgas, idosos e individuos que
possuem restricdo de colesterol na dieta.

As frutas banana, maca, goiaba, maméao e manga apresentaram-se
como uma matriz promissora para veicular as culturas probio6ticas. Abacaxi
nao seu mostrou uma boa matriz para veicular L. rhamnosus e L. plantarum
em funcdo do baixo numero de células aderidos ao tecido.

Houve uma excelente adeséo e distribuicdo dos micro-organismos em
banana, maca e goiaba, provavelmente devido a estrutura interna de seus
tecidos.

A selecdo de uma matriz vegetal capaz de veicular micro-organismos
probioticos viaveis é importante. No entanto, torna-se essencial a avaliacédo
do produto contendo estas bactérias probidticas estudadas por meio de
ensaios clinicos a fim de verificar a adeséo e a permanéncia das mesmas ao
intestino. Muitos estudos in vitro tém sido realizados, entretanto, poucos

ensaios clinicos in vivo foram conduzidos.
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As frutas presentes nas saladas ndo apresentaram alteracdo de
textura em fungéo da adicao de L. rhamnosus e L. plantarum.

Manga e mamao nas saladas contendo L. rhamnosus, mamao,
banana e maca nas saladas contendo L. acidophilus e mamao e banana nas
saladas contendo L. plantarum tiveram suas texturas influenciadas pelo
tempo, tornando-se mais macias no final da vida de prateleira.

As saladas de frutas contendo L. rhamnosus apresentaram alteracao
de pH e acidez, mas esta alteracdo ndo causou impacto negativo sobre a
aceitabilidade do produto.

Houve reducédo significativa do teor de vitamina C das saladas de
frutas dos tratamentos controle e contendo L. rhamnosus, em funcéo do
tempo de armazenamento.

N&do houve degradacao significativa do conteudo de carotenoides
totais das saladas ao longo do periodo de estocagem.

As saladas de frutas elaboradas atenderam aos padrdes
microbiolégicos estabelecidos pela legislacédo brasileira e sédo consideradas
seguras para consumo humano.

As saladas de frutas dos tratamentos controle e contendo L.
rhamnosus foram bem aceitas pelos consumidores, estando entre gostei
moderadamente e gostei muito na escala hedbnica, sendo um produto
promissor para o mercado, com apelo dos beneficios promovidos pelos

micro-organismos probidticos.
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