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RESUMO

OLIVEIRA, Patricia Martins de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de
2018. Suco misto potencialmente probiotico de manga e cenoura tratado
termicamente e por alta pressao isostatica. Orientador: Afonso Mota Ramos.
Coorientadores: Eliane Mauricio Furtado Martins e Marcelo Cristianini.

A producdo de suco misto tem a vantagem de combinar os beneficios de frutas ou
hortalicas, originando um novo produto com melhor valor nutricional. Para a
conservagdo de sucos, a pasteurizacdo € o tratamento mais aplicado, no entanto, o uso
de temperaturas elevadas pode levar a perdas sensoriais € nutricionais irreversiveis. A
alta pressao isostdtica (API) € um método de conservacdo a frio que diminui essas
alteracoes e garante a qualidade do produto ao longo da vida de prateleira. Os sucos tém
sido estudados como uma nova matriz para o carreamento de bactérias probidticas,
porque é cada vez maior o nimero de individuos que ndo consomem produtos lacteos.
Portanto, este trabalho objetivou elaborar suco misto de manga e cenoura processado
por API e por pasteurizacdo adicionado de probidtico. Na primeira etapa do projeto,
foram produzidas 3 formulacdes de suco misto, variando as propor¢des de manga e
cenoura, adicionadas de Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum e
Lactobacillus acidophilus a fim de verificar qual micro-organismo apresentava maior
viabilidade. Em seguida, o suco foi submetido as condi¢des gastrointestinais simuladas
por meio de ensaio in vitro para verificar em qual formulagcdo haveria maior resisténcia
do probidtico no intestino grosso. Na segunda etapa do trabalho, a formulacdo que
apresentou maior resisténcia do probidtico ao trato gastrointestinal (T'GI) foi processada
por APl e por pasteurizagdo, seguida de adicio do micro-organismo com maior
contagem. O suco foi submetido a andlises microbioldgicas, fisico-quimicas, capacidade
antioxidante, conteido de o-caroteno e [P-caroteno, atividade das enzimas
polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) e andlise sensorial para verificar a
influéncia do método de conservagdo aplicado e da presenca do probidtico na qualidade
do produto ao longo de 35 dias de estocagem a 8 °C. O micro-organismo que
apresentou maior viabilidade foi L. plantarum. Apds simulacdo do TGI in vitro,
selecionou-se a formulacdo que continha a mesma proporcdo de polpa de manga e
cenoura (1:1) por ter promovido a maior manutencao da viabilidade de L. plantarum. O
processamento, por API ou por pasteuriza¢do, nao influenciou na viabilidade de L.

plantarum. A APl manteve a qualidade microbiolégica do produto por 35 dias de
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armazenamento a 8 °C enquanto, os sucos pasteurizados, apresentaram contagens
elevadas de micro-organismos psicrotréficos aos 35 dias de estocagem. Os métodos de
conservagao aplicados ndo afetaram as caracteristicas fisico-quimicas dos sucos mistos.
Entretanto, a presenca de L. plantarum causou diminui¢do do pH e aumento da acidez
dos sucos mistos ao longo do periodo de estocagem (p<0,05), mas ndo afetou a
capacidade antioxidante, conteido de a-caroteno e B-caroteno e atividade enzimatica
dos sucos. O processamento por API ndo influenciou na capacidade antioxidante do
suco misto (p>0,05), por outro lado, os sucos pasteurizados tiveram um decréscimo na
capacidade antioxidante (p<0,05) e uma reducdo média de 30% no conteudo total de a-
caroteno e B-caroteno. A pasteurizacdo reduziu a atividade das enzimas PPO e POD
(p<0,05) e a API promoveu reducdo na atividade de PPO e aumento, de cerca de 30%,
na atividade de POD. Em relacdo a aceitagcdo sensorial, todos os sucos testados tiveram
boa aceitacdo pelos consumidores, apresentando notas médias acima de 6, no entanto, o
suco misto processado por API sem a adicdo de L. plantarum foi o mais aceito (nota
média igual a 8,0) (p<0,05). Portanto, o processamento por API mostrou-se melhor que
a pasteurizacdo, uma vez que manteve as caracteristicas sensoriais dos sucos. Além
disso, a matriz testada se mostrou eficiente para a manutencdo da viabilidade de L.
plantarum, podendo ser uma alternativa, como alimento probbidtico, e atender também

os individuos que ndo consomem derivados lacteos.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Patricia Martins de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, September,
2018. Potentially probiotic mixed juice of mango and carrot treated thermally and
by high isostatic pressure. Advisor: Afonso Mota Ramos. Co-advisors: Eliane
Mauricio Furtado Martins and Marcelo Cristianini.

The production of mixed juice has the advantage of combining the benefits of fruits or
vegetables, giving rise to a new product with better nutritional value. For the
conservation of juices, pasteurization is the most applied treatment, however, the use of
high temperatures can lead to irreversible sensorial and nutritional losses. High Isostatic
Pressure (HIP) is a cold conservation method that reduces these changes and ensures
product quality over the life of the product. Juice has been studied as a new matrix for
the transport of probiotic bacteria because the number of individuals who do not
consume dairy products is increasing. Therefore, the objective of this work was to
elaborate mixed juice of mango and carrot processed by HIP and pasteurization added
of probiotic. In the first stage of the project, 3 formulations of mixed juice were
produced, varying the proportions of mango and carrot, added of Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus plantarum and Lactobacillus acidophilus, in order to verify
which microorganism present greater viability. Then, the juice was subjected to
simulated gastrointestinal conditions by in vitro assay to verify in which formulation
there would be greater resistance of the probiotic in the large intestine. In the second
stage of the study, the formulation that presented greater resistance of the probiotic to
the gastrointestinal tract (GIT) was processed by HIP and by pasteurization, followed by
the addition of the microorganism with higher counting. The juice was submitted to
microbiological, physical-chemical, antioxidant capacity, o-carotene and [-carotene
content, polyphenoloxidase (PPO) and peroxidase (POD) activity and sensory analysis
to verify the influence of the applied conservation method and of the presence of the
probiotic in product quality over 35 days of storage at 8 °C. The most viable
microorganism was L. plantarum. After simulation of GIT in vitro, the formulation
containing the same ratio of mango and carrot pulp (1:1) was selected because it
promoted the greater maintenance of the viability of L. plantarum. Processing by HIP or
by pasteurization did not influence the viability of L. plantarum. The HIP maintained
the microbiological quality of the product for 35 days of storage at 8 °C while the

pasteurized juices presented high counts of psychrotrophic microorganisms at 35 days
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of storage. The conservation methods applied did not affect the physico-chemical
characteristics of mixed juices. However, the presence of L. plantarum caused a
decrease in pH and increased acidity of mixed juices over the storage period (p<0.05),
but did not affect the antioxidant capacity, a-carotene and P-carotene content, and
enzymatic activity of juices. The HIP processing did not influence the antioxidant
capacity of the mixed juice (p>0.05), on the other hand, pasteurized juices had a
decrease in antioxidant capacity (p<0.05) and a mean reduction of 30 % in the total
content of a-carotene and B-carotene. Pasteurization reduced the activity of the PPO and
POD enzymes (p<0.05) and the HIP promoted a reduction in PPO activity and an
increase of about 30 % in POD activity. In relation to the sensory acceptance, all the
juice tested had good acceptance by consumers, presenting average scores above 0,
however, the mixed juice processed by HIP without the addition of L. plantarum was
the most accepted (average score equal to 8.0) (p<0.05). Therefore, the HIP processing
proved to be better than pasteurization, since it maintained the sensory characteristics of
the juices. In addition, the tested matrix proved to be efficient for the maintenance of the
viability of L. plantarum, which could be an alternative, as a probiotic food, and also

serve individuals who do not consume dairy products.
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INTRODUCAO GERAL

A busca dos consumidores por uma dieta sauddvel e que traga beneficios a
saiude, além da nutricio bdésica, impulsionou a inddstria de alimentos a desenvolver
novos produtos e a utilizar novas tecnologias de fabricacdo para o desenvolvimento de
produtos que contenham ingredientes funcionalmente ativos, como os probidticos.

A Organizacdo das Nagdes Unidas para a Agricultura e Organizacdo Mundial
da Saude (FAO/WHO) definem probidticos como micro-organismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficio a satide do hospedeiro
(FAO/WHO, 2001). Essa ingestdo didria recomendada, para que se tenha efeitos
benéficos, pode variar entre 10° e 10'° células por grama ou mililitro do produto.

A procura por novas matrizes alimentares como veiculos dessas bactérias em
alternativa aos produtos lacteos estad crescendo devido a problemas como intolerancia e
alergia aos derivados lacteos, aumento de pessoas veganas e dietas com restricdo de
colesterol. Dessa forma, produtos de origem vegetal tem sido amplamente estudados
como alternativa para incorporagdo de bactérias probidticas na dieta e como exemplos
tém-se sucos, néctar, polpa, vegetais minimamente processados, bebidas a base de soja,
entre outros.

Para fabricacdo de sucos, o tratamento térmico € um dos métodos de
conservacdo mais utilizados, uma vez que a acdo do calor promove a inativacdo de
micro-organismos e enzimas. No entanto, a utilizacdo de temperaturas elevadas pode
levar a perda de compostos nutricionais, propriedades antioxidantes e alteragcdes fisico-
quimicas indesejdveis nos produtos. Com isso, tecnologias ndo térmicas vem sendo
exploradas a fim de sanar esses problemas e, dentre elas, destaca-se a alta pressao
isostatica (API).

O processamento por API consiste em submeter o produto a pressdo de até
1.000 MPa por um tempo e temperatura controlados, sendo a pressdo transmitida de
maneira uniforme e instantanea por todo o alimento, independente da sua forma,
tamanho ou volume (principio "isostdtico"). Além disso, seguindo o principio de “Le
Chatelier”, o aumento da pressdo induz a reducido de volume molecular, acelerando a
ocorréncia de reagdes quimicas, bioquimicas e bioldgicas que podem ser favorecidas
nessas condicoes.

Assim, o uso da API para producdo de sucos torna-se vantajoso devido a sua
eficdcia na inativagdo microbioldgica e enzimdtica, € por manter os principais atributos

de qualidade dos alimentos, como valor nutricional e propriedades sensoriais. Pelo fato
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da API afetar, principalmente, ligacdes covalentes (que possuem baixa
compressibilidade comparadas as ligacdes ndo covalentes), moléculas de baixo peso

molecular, aminoacidos e vitaminas sdo raramente afetados.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Desenvolver suco misto probidtico de manga e cenoura processado

termicamente e por alta pressao isostatica.

Objetivos especificos

v" Definir o micro-organismo probiético (L. rhamnosus GG, L. plantarum LV299®
e L. acidophilus 1LA-14) que apresenta a maior viabilidade em suco misto de
manga e cenoura;

v’ Realizar ensaios in vitro de resisténcia ao trato gastro intestinal (TGI) para
determinar a formulagdo do suco misto de manga e cenoura que ofereca a maior
viabilidade para o probidtico selecionado;

v Desenvolver suco misto de manga e cenoura pasteurizado e tratado por alta
pressao isostatica (API) adicionado de probidtico;

v Avaliar a viabilidade do probidtico nos sucos obtidos por meio de anélises
microbioldgicas;

v Determinar as caracteristicas fisico-quimicas do suco misto de manga e cenoura,
pasteurizados e tratados por alta pressdo isostdtica, adicionado de probidtico,
bem como sua qualidade microbioldgica ao longo da vida de prateleira;

v' Determinar a capacidade antioxidante e teor de o-caroteno e B-caroteno dos
sucos obtidos ao longo da vida de prateleira;

v Determinar a atividade enzimética de polifenoloxidase e peroxidase no suco
misto de manga e cenoura, pasteurizados e tratados por alta pressao isostética,
adicionado de probidtico;

v" Determinar a aceitabilidade sensorial dos sucos produzidos.



CAPITULO 1

REFERENCIAL TEORICO

1. Suco de frutas

O aumento do consumo de vegetais é decorrente da preocupacdo das pessoas
com a saude, pois estudos t€ém demonstrado que o consumo regular de frutas é um
grande aliado na reducd@o do risco de desenvolvimento de diversas doencas, uma vez
que as frutas sdo ricas em vitaminas, carotenoides, compostos fendlicos e outros
componentes importantes (FARAONTI et al., 2013).

Com o aumento dessa conscientizacao da relacao entre dieta e satude, os sucos de
frutas tém ganhado mais mercado. Dados da Associacdo Europeia dos Produtores de
Suco de Fruta (AIJN) mostraram que o mercado global de sucos de frutas somou um
total de 38,6 milhdes de litros em 2014 (AIJN, 2015). No Brasil, no mesmo ano, esse
consumo foi de 1,025 milhdo de litros (SINCONGEL, 2016), sendo o suco de laranja o
lider de mercado.

De acordo com o Decreto n° 6.871, de 4 de junho de 2009, suco € a bebida nao
fermentada, ndo concentrada, ressalvados casos especificos, e nao diluida, destinada ao
consumo, obtida da fruta madura e s3a, ou parte do vegetal de origem, por
processamento tecnoldgico adequado, submetida a tratamento que assegure a sua
apresentacdo e conservagdo até o momento do consumo (BRASIL, 2009). Caso a fruta
que dé origem ao suco seja tropical, o suco é designado suco tropical, sendo 0 mesmo
obtido pela dissolu¢do da polpa da fruta tropical em 4gua potidvel ou em suco
clarificado de fruta tropical, mantendo as caracteristicas de cor, aroma e sabor da fruta
de origem (BRASIL, 2009). A manga € classificada como fruta tropical. Ainda segundo
o mesmo Decreto, suco misto é a mistura de duas ou mais frutas, ou combinacdo de
fruta e hortalica, obedecendo os padrdes de qualidade especificado para sucos.

A producdo de suco misto tem sido bastante explorada, uma vez que combina o
valor nutricional de frutas ou hortalicas com a vantagem de um sabor agraddvel, com
boa aceitacdo pelos consumidores, sendo uma importante fonte de vitaminas, minerais e
carboidratos soliveis. Ao mesmo tempo, o desenvolvimento de bebidas mistas permite

a obtencdo de novos sabores, e melhoria da cor e consisténcia dos produtos ofertados.



A manga € uma fruta tropical amplamente consumida em vdrias partes do
mundo e possui gosto doce, sabor exdtico e suculéncia. A maioria das frutas sdo
consumidas frescas ou como produtos processados, como sucos. E uma fruta que tem
elevado valor nutritivo, fornecendo a dieta humana nutrientes tais como fibras,
vitaminas e minerais. Além disso, a manga possui compostos bioativos
(MATHEYAMBATH; SUBRAMANIAN; PALIYATH, 2016), como B-caroteno, acido
ascorbico e compostos polifendlicos (NARESH et al., 2015) que possuem acdo
antioxidante. Pelo fato de sua vida util ser curta, a produ¢do de suco se torna uma
alternativa para sua comercializacdo (JHA; GUNASEKARAN, 2010), mesmo em
periodos de entressafra.

Além da utilizacdo de frutas para producdo de sucos, outros vegetais também
tem ganhado destaque para elaboracdo de bebidas mistas. Dentre eles, a cenoura possui
um grande potencial, uma vez que, assim como a manga, possui em sua composicao
fitonutrientes como carotenoides, vitaminas e minerais (JABBAR et al., 2014).

Muitos estudos tém sido realizados com suco de cenoura (ZHANG et al., 2016;
KAUR; AGGARWAL, 2016; MARTINEZ-FLORES et al., 2015; KHALIL et al.,
2015), em mistura com outras frutas, para estabilizar o produto, com diminui¢do do pH,
o tratamento térmico também ¢é empregado para estender a vida util da bebida

(PICOUET et al., 2015).

2. Alimentos funcionais

Na década de 1980, os alimentos funcionais se tornaram tendéncia no Japao.
Essa concepcdo de alimento, langada através de um programa de governo, tinha por
objetivo desenvolver alimentos sauddveis para uma populacdo que envelhecia e que
apresentava maior expectativa de vida (ANJO, 2004). Em decorréncia disso, em 1991,
esses alimentos foram regulamentados pela legislacao japonesa, com a denominacgdo de
Alimentos para Uso Especifico na Saude (Foods for Specified Health Use - FOSHU)
(TEE, 2004; ARAI et al., 2001), cujo termo € usado no Brasil como "alimentos
funcionais" (COSTA; ROSA, 2010).

“Alimentos funcionais” ¢ um termo relativamente novo usado para descrever
produtos alimenticios que foram enriquecidos com componentes naturais com efeito
fisiol6gico especifico de promocio da saide (VUKASOVIC, 2017). Uma defini¢io

mais completa descreve os alimentos funcionais como sendo aqueles que beneficiam
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uma ou mais fungdes organicas, além da nutricao bdsica, contribuindo para melhorar o
estado de satde e bem-estar e/ou reduzir o risco de doencas (DIPLOCK et al., 1999).

Um alimento funcional pode ser um alimento natural ou um alimento processado
adicionado de um ou mais componentes especificos, que tenha influéncia positiva na
saide e bem-estar do consumidor, proporcionando beneficios ao individuo,
principalmente no inicio do desenvolvimento e crescimento, na regulacdo de processos
metabolicos, na defesa contra o estresse oxidativo, na melhora das funcdes
cardiovascular e gastrointestinal, auxiliando no desempenho cognitivo e mental (TUR;
BIBILONI, 2016).

No Brasil, ndo existe uma definicdo clara do termo "alimento funcional”,
havendo a denomina¢do "alegacdo de propriedade funcional". De acordo com a
Resolugdo n® 18 e 19, de abril de 1999, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(ANVISA), a alegacdo de propriedade funcional € aquela relativa ao papel metabdlico
ou fisioldgico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento, desenvolvimento,
manutencdo e outras fung¢des normais do organismo humano (BRASIL, 1999a;
BRASIL, 1999b).

Independentemente da defini¢do oficial desses alimentos, a demanda por parte
dos consumidores por alimentos mais sauddveis que possam diminuir o risco de
doencas sem efeitos colaterais, além do valor nutricional melhorado (VIJAYENDRA;
HALAM]I, 2015), incentivou as pesquisas e o desenvolvimento de produtos. A fim de se
adaptar a esses consumidores, a industria de alimentos estd reformulando seus produtos
com o objetivo de melhorar a funcdo de nutrientes inerentes ou, até mesmo, adicionando
novos ingredientes bioativos que possuem funcdo fisioldgica ja comprovada.

Alimentos que possuem em sua composi¢do componentes bioativos como o0s
probidticos, prebidticos, fibras vegetais, fitoquimicos, compostos com capacidade
antioxidante, vitaminas, minerais, dcidos graxos poli-insaturados (6mega 3 e 6), entre
outros compostos, em quantidades adequadas, sdo exemplos de alimentos com alegacao
de propriedade funcional (VIZZOTTO; KROLOW; TEIXEIRA, 2010).

Devido a busca incansével por parte dos pesquisadores por novos alimentos com
alegacdo de propriedades funcionais, bem como, de novas descobertas a respeito da
funcionalidade dos compostos ja conhecidos, muitos estudos precisam ser realizados

para que se possa aumentar a disponibilidade desses produtos no mercado.



3. Probiodticos

A crescente conscientizacdo sobre a melhoria da sadde intestinal e a
comprovacdo da eficiéncia das bactérias probidticas, sdo responsdveis pelo
desenvolvimento do mercado global de produtos probiéticos (SAVEDBOWORN et al.,
2017), que devera crescer de US $ 62,6 bilhdes em 2014 para US $ 96 bilhdes em 2020
(TRIPATHI, 2018).

A palavra "probidtico” € derivada do termo grego "pro bios", que significa "para
a vida" (BAGCHI, 2014) e foi usada pela primeira vez em 1954 para descrever
substancias necessdrias para uma vida sauddvel (BINNS, 2013). De acordo com a
Organizagdo das Nacgdes Unidas para Agricultura e Alimentagdo e Organizacdo Mundial
da Saude, probidticos sdo micro-organismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficio a satide do hospedeiro (FAO/WHO, 2001) e
sdo amplamente usados como um suplemento alimentar microbiano vivo que pode
melhorar o equilibrio microbiano intestinal (SANDERS, 2003). Em agosto de 2014 a
Associacao Cientifica Internacional de Probidticos e Prebidticos (ISAPP) recomendou
essa defini¢do e, de acordo com a ISAPP, o termo probidtico deve ser usado apenas em
produtos que oferecem os micro-organismos vivos em contagem maior ou igual a
10° UFC/g do produto (BULTOSA, 2016).

Visto que a defini¢do destaca que os probidticos devem ser micro-organismos
vivos, uma das principais questoes relativas as formulagdes contendo essas bactérias € a
perda da viabilidade apds o processamento e durante o armazenamento. Muitos fatores,
tais como a temperatura, teor de oxigénio, nivel de umidade e pressdo t€ém influéncia
sobre a viabilidade dos probidticos e, assim, sobre sua atividade de promog¢ao da saude
(BROECKX et al., 2016).

A maior parte das estirpes bacterianas comumente usadas em produtos
probidticos sdo bactérias do dcido latico (ou seja, que produzem &4cido latico como
maior produto da fermentacdo de carboidratos) como Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus e Enterecoccus, além do género Bifidobacterium (DORON;
SNYDMAN, 2015; PRADO et al., 2015; SOCCOL et al., 2015), com alguns exemplos

apresentados na Tabela 1.



Tabela 1. Bactérias usadas como probidticas

Género Espécie

Lactobacillus Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus  delbrueckii  ssp. bulgaricus, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus salivarius,
Lactobacillus bifidus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus  helveticus, Lactobacillus casei subsp. rhamnosus,
Lactobacillus gallinarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus cellebiosus, Lactobacillus vitulinus, Lactobacillus collinoides,
Lactobacillus cremoris, Lactobacillus rumines, Lactobacillus dextranicum,
Lactobacillus lactis, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus faecium, Lactobacillus paracasei

Bifidobacterium | Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium
brevis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium
infantis,  Bifidobacterium  thermophilum,  Bifidobacterium  breve,
Bifidobacterium essencis e Bifidobacterium lactis

Bacillus Bacillus coagulans (GanedenBC30),  Bacillus lactis DRI10, Bacillus
licheniformis, Bacillus subtilis RO179, Bacillus subtilis (natto) OUV23481

Pediococcus Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus, Pediococcus halophilus

Lactococcus Lactococcus lactis subsp. lactis e cremoris

Leuconostoc Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranium, paramesenteroides ou lactis

Streptococcus Streotococcus diacetilactis, Streotococcus cremoris, Streotococcus lactis,
salivarius subsp. thermophilus, Streotococcus faecium, Streotococcus
equinus

Weissela Weissela cibaria, Weissela confusa

Fonte: BULTOSA (2016)

Além desses, algumas leveduras, como Saccharomyces cerevisiae e
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii, e alguns fungos filamentosos, como
Aspergillus oryzae e Scytalidium acidophilum também sao considerados micro-
organismos probidticos (BULTOSA, 2016).

Viérios mecanismos associados as estirpes probidticas e que exercem efeitos
sobre a saude do hospedeiro tém sido relatados, incluindo a producdo de substancias
antimicrobianas, melhoria da func¢do de barreira epitelial intestinal, controle da infeccdo
gastrointestinal, melhoria da resposta imune do hospedeiro, inibicio de agentes
causadores de doengas, exclusio competitiva de micro-organismos patogénicos e
aumento da digestibilidade dos alimentos (HAUKIOJA, 2010; JENSEN et al., 2012;
BERMUDEZ-BRITO et al., 2012). Mais especificamente, os alguns efeitos benéficos
associados a ingestdo de bactérias probidticas, podem ser citados de acordo com Pereira

et al. (2018):



e [Efeitos anticarcinogénicos: producdo de compostos com atividade
anticarcinogénica; ligacdo e degradacdo de compostos com potencial mutagénico;
reducdo da atividade de enzimas envolvidas na formacdo de agentes carcinogénicos;
inibicdo da proliferacdo de células tumorais; indu¢do da apoptose em células
cancerigenas (COMMANE et al., 2005; KUMAR et al., 2013);

e Atividade anti-colesterol: os probidticos diminuem a solubilidade do colesterol,
reduzindo sua captacdo pelo intestino; desconjugacdo enzimadtica dos 4cidos biliares no
intestino humano, facilitando a liberacdo pelo organismo humano através das fezes
(NGUYEN; KANG:; LEE, 2007).

e Anti-depressdo e anti-ansiedade: os probidticos possuem efeito sobre o humor,
aumenta o sistema imunoldgico e a serotonina (LUNA; FOSTER, 2015). e reduzem os
hormonios relacionados ao estresse.

e Atividades anti-obesidade e anti-diabetes: os probidticos podem reduzir o ganho
de peso e a resisténcia a insulina modulando a composicao da microbiota intestinal e
estimulando a formacdo de hormonios intestinais, como o peptideo-1 semelhante ao
glucagon e o polipeptideo inibitério gastrico (ZHANG; WU; FEI 2016; KERRY et al.,
2018), além disso, essas bactérias podem utilizar fontes de energia para o seu
metabolismo (EREJUWA; SULAIMAN; WAHAB, 2014).

Os efeitos benéficos dos probidticos sdo dependentes da dose e da ingestdo
diaria recomendada que variam entre 10° e 10° células por grama ou mililitro do produto
(GIALAMAS et al., 2010; MADUREIRA et al., 2011; SHORI, 2015). Essa viabilidade
deve permanecer suficientemente elevada, a partir da inoculacdo, resistindo ao
processamento, armazenamento e a digestao no trato gastrointestinal (MADUREIRA et
al., 2011).

Alguns critérios devem ser considerados para que um micro-organismo seja
classificado como probidtico, como resisténcia a passagem através do trato
gastrointestinal; capacidade de sobreviver no ambiente intestinal (GIRAFFA;
CHANISHVILI; WIDYASTUTI, 2010); tolerancia ao acido e a bile; aderéncia as
superficies epiteliais; atividade antagdnica para patdgenos intestinais; ndo apresentar
patogenicidade; entre outros (KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008). Caso a estirpe
bacteriana ingerida em grandes concentragdes nio sobreviva a digestdo, o probidtico
serd incapaz de chegar ao intestino em forma vidvel, com isso ndo terd sua capacidade
funcional (MADUREIRA et al., 2011). Por esse motivo, se faz necessdria a ingestao de

grandes quantidades de probidticos e também de uma avaliac@o in vitro para simular o
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trato gastrointestinal a fim de se conhecer a quantidade dessas bactérias que chegarao
vidveis ao intestino.

Segundo Blaiotta et al. (2013), devido ao aumento da preocupagdo publica com
questdes de satude e a diversificacdo de produtos alimentares, a industria de alimentos
funcionais precisa explorar novos processos. Novas categorias de produtos e matérias-
primas sdo certamente a chave da pesquisa e drea de desenvolvimento para o mercado
de alimentos funcionais, no que diz respeito a tecnologia dos probidticos. Inovacdes
tecnoldgicas incluem encontrar solugdes para problemas como estabilidade e
viabilidade dos probidticos em novas matrizes alimentares, como frutas, cereais e outros
vegetais (VASCONCELOS et al., 2014).

Os produtos lacteos sdo os alimentos probidticos predominantes no mercado, por
possuirem caracteristicas e nutrientes bem estabelecidos que promovem o crescimento e
manuten¢do da viabilidade das bactérias ldticas. Além disso, o leite pode ajudar esses
micro-organismos a tolerar as condicdes gastrointestinais severas, uma vez que sua
capacidade tamponante pode proteger os probidticos em tais condicdes, reduzindo sua
exposicao direta a condi¢des adversas (RANADHEERA et al., 2017). No entanto, a
procura de matrizes alimentares como veiculo de probidticos em alternativa aos
produtos lacteos estd crescendo, visto que € cada vez maior o nimero de individuos com
dietas com restricdes nutricionais, ou seja, colesterol total elevado, intolerantes a lactose
e alérgicos aos derivados de leite; novas filosofias de vida, isto €, veganismo ou
vegetarianismo; bem como os requisitos relacionados ao sabor dos produtos (SHORI,
2015; GRANATO et al., 2018). Dessa forma, o uso de vegetais tem sido amplamente
discutido como uma alternativa para incorporagdo de bactérias probidticas na dieta, uma
vez que frutas e hortalicas t€ém nutrientes que promovem o crescimento desses micro-
organismos € nao oferecem aos consumidores os empecilhos dos produtos lacteos
(MARTINS et al., 2015).

Estudos tém demonstrado que as frutas apresentam potencial para atuarem como
veiculo de probidticos com uma alta viabilidade celular em funcdo das caracteristicas
intrinsecas dos vegetais (MARTINS et al., 2016). Estas caracteristicas aliadas a
presenca de prebidticos naturais, parecem proteger 0S micro-organismos probidticos a
medida que passam pelo trato gastrointestinal. Alimentos probidticos de origem vegetal
incluem sucos fermentados ou ndo fermentados, frutas e hortalicas minimamente
processadas, purés, entre outros (MARTINS et al., 2013; SHORI, 2015). Os sucos de

frutas ou hortalicas podem ser considerados um bom meio para carrear bactérias
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probidticas aos consumidores, uma vez que possuem perfis de sabor que sdo atraentes a

todas as faixas etdrias e, também, porque sdo percebidos como alimentos sauddveis e

refrescantes, sendo consumidos por grande parte da populacdo diariamente, fator

essencial para que os probidticos exercam suas funcdes (SHEEHAN; ROSS;

FITZGERALD, 2007; RIVERA-ESPINOZA; GALLARDO-NAVARRO, 2010). Na

Tabela 2 estdo apresentados alguns estudos mais recentes sobre a utilizagdo de matrizes

vegetais para veiculacao de probidticos.

Tabela 2. Estudos recentes sobre a utilizacdo de micro-organismos probidticos em

matrizes vegetais

Matriz alimentar I.’rodu,t 0 Mlcro-.o.rgamsmo Referéncia
alimenticio utilizado
~ L. paracasei ssp. paracasei Pimentel et al.
Macga Suco (2015)
Moringa e Bebida L. plantarum e Vanajakshi et al.
beterraba Enterococcus hirae (2015)
Mafs(’)?;nga;la © Fruta seca L. plantarum 299v Bm(‘ggsl g; al.
Abacaxi, banana, Salada de frutas .
. - .. Martins et al.
goiaba, maca, minimamente L. rhamnosus HNOO1 (2016)
mamao e manga processada
Cereja Suco L. rhamnosus, L. plantarum  Nematollahi et al.
L. casei, L. casei TD4 e T4 (2016)
Mauro;
Mirtilo e cenoura Suco misto Lactobacillus reuteri LR92 Guergoletto;
Garcia (2016)
Jugara e manga Suco misto L. rhamnosus GG Moreira et al.
(2017)
~ Minimamente . . Oliveira et al.
Melao processado L. acidophilus (2017)
Laranja Suco L. paracasei Costa et al. (2017)

Cenoura e laranja

Suco e néctar

L. acidophilus ATCC4356

Valero-Cases;

Frutos (2017)
Arroz Extrato de arroz L. plantarum Savedboworn et
fermentado P al. (2017)
. Extrato de soja L aa.d ophilus La—:5, B. Battistine et al.
Soja fermentado animalis subsp. lactis Bb- (2018)
12 e S. thermophilus
L. acidophilus La-14 ATCC Konar et al
Cacau Chocolate branco  SD5212 e L. paracasei Lpc- (2018) '
37 ATCC SD5275
Macga Suco fermentado  L.plantarum NCIMB 8826 RO]?SST ;)t al.
. Santos Filho et al.
Cacau Suco L. casei (2019)
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3.1. Género Lactobacillus

Os Lactobacillus sdao bactérias em forma de bastonetes ou cocobacilos, Gram-
positivas, microaerébicas, nao produtoras de esporos (CHENG et al., 2015). Possuem
caracteristicas comuns de outras bactérias laticas como tolerancia a dcidos e conversao
de actucares em dcido latico, um dos principais produtos finais da fermentacdo primadria.
Além desse, outros produtos também podem ser gerados pelo metabolismo desses
micro-organismos como acetato, etanol e CO, (KLAENHAMMER; De VOS, 2011;
SUN et al., 2015a; CHENG et al., 2015).

Essas bactérias sdo exigentes nutricionalmente e dependem de meios ricos para
seu desenvolvimento, uma vez que ndao possuem genes que codificam enzimas que
sintetizam determinados nutrientes essenciais ao seu metabolismo. De acordo com
Kleerebezem et al. (2010), o conhecimento do genoma dos lactobacilos mostrou um
considerdvel grau de auxotrofia para aminoicidos e outros blocos de construgdo
celular. Segundo os autores, esses micro-organismos parecem compensar estas "falhas"
metabolicas, codificando uma grande variedade de genes com fun¢des de importacdao
para incorporar nutrientes ambientais em seu metabolismo.

As bactérias deste gé€nero estdo presentes em varios ambientes, como plantas e
alimentos fermentados, além de fazerem parte da microbiota natural da cavidade oral e
do trato gastrointestinal de humanos e animais (KLAENHAMMER; De VOS, 2011;
SUN et al.,, 2015). Por isso, esses micro-organismos possuem grande relevancia
industrial, tanto na indudstria de alimentos, sendo usados na fabricacdo de alimentos
fermentados, como culturas starters e/ou protetoras (ABRIOUEL et al., 2015), quanto
na medicina (ROSALES-MENDOZA; ANGULO; MEZA, 2016) e na quimica
(REDDY et al., 2008).

Esse género € o maior entre as bactérias do 4cido latico e algumas estirpes
desses micro-organismos tém sido reconhecidas por seus potenciais efeitos sobre a
saide do hospedeiro. Dentre os diversos Lactobacillus com esse efeito probidtico,
destacam-se L. rhamnosus, L. plantarum e L. acidophilus (STEFANOVIC;
FITZGERALD; MCAULIFFE, 2017).

3.2. Lactobacillus rhamnosus

L. rhamnosus ¢ um micro-organismo heterofermentativo facultativo, ou seja,

produz 4cido latico, apds a fermentacdo de hexoses, e dcido latico e acético, apds a
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fermentacdo de pentoses; possui forma de bastonete e € encontrado em alimentos
fermentados e matérias-primas para alimentacdo. Também € encontrado no trato
intestinal de humanos e animais, bem como no sistema oral e urogenital (CEAPA et al.,
2016). Uma curiosidade a respeito desse probidtico é sua incapacidade de fermentar a
lactose, maltose e sacarose, sendo essa caracteristica usada para sua identificacdo por
meio do teste de fermentacao de lactose (SILVA et al., 1987; ALANDER et al., 1999).

L. rhamnosus GG (LGGQG) foi isolado em 1983 por Sherwood Gorbach e Barry
Goldin e, em 1987 foi emitida uma patente nos Estados Unidos e, posteriormente, em
outros paises (DORON; SNYDMAN; GORBACH, 2005). Conforme a patente
(US4839281 A), LGG possui estabilidade acida, podendo crescer até pH 3,0; produz
acido latico como produto da fermentagdo; sobrevive ao suco gastrico humano e aos
sais biliares; e possui boa aderéncia as células da mucosa intestinal. De acordo com
Mantegazza et al. (2018), a capacidade de LGG colonizar o intestino humano € devido a
producdo de pili proteico e a producdo de outras proteinas soliveis que sdo capazes de
aumentar sua aderéncia a parede intestinal.

Segundo Laakso et al. (2011), a expressdo diferencial de proteinas envolvidas
nas vias metabolicas centrais de L. rhamnosus GG, em resposta a mudancas no
ambiente nutricional (por exemplo, exaustdo da fonte de carbono preferencial no meio),
indicam que esse micro-organismo possui um metabolismo flexivel e adaptavel, o que
pode fornecer uma vantagem competitiva para o LGG no trato gastrointestinal do

hospedeiro.

3.3. Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum é um micro-organismo gram-positivo microaerofilico e
heterofermentativo, com morfologia de bastonetes, ocorrendo isoladamente ou agrupado
em cadeias curtas. Possui aproximadamente 0,9-1,2 x 1,0-8,0 um de tamanho
(TODOROV; FRANCO, 2010). Essa bactéria possui ampla versatilidade, uma vez que
pode ser encontrada em muitos nichos ecoldgicos, bem como nos tratos gastrintestinais
de humanos e animais (SIEZEN et al., 2010).

O comportamento flexivel e adaptativo de L. plantarum é refletido pelo nimero
elevado de funcdes reguladoras e de transporte, devido ao genoma relativamente grande
e ao repertdrio de genes altamente redundante, permitindo que esses micro-organismos

desenvolvessem sistemas de transporte muito eficientes, que lhes permitem absorver os
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solutos necessarios rapidamente (SALMINEN; VON WRIGHT, 1993; SABO et al.,
2014). Além disso, uma regido proxima da origem de replicacdo apresenta um contetido
andmalo de G+C, sugerindo que esteja relacionada a adaptacao do "estilo de vida" o que
poderia explicar a flexibilidade ambiental dessa bactéria (CLAESSON; SINDEREN;
O'TOOLE, 2007).

L. plantarum pode ser apontado como um micro-organismo industrialmente
importante que pode ser encontrado e isolado de produtos lacteos e alimentos
fermentados como chucrute, salsichas, queijos, vinhos, azeitonas e legumes em
conserva; de ambientes como esterco de vaca, silagem e esgoto; bem como da boca

humana, trato intestinal e fezes (HAMMES; VOGEL, 1995; PARENTE at al., 2010).

3.4. Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus sao bastonetes curtos (2 a 10 um), Gram-positivo e
possuem temperatura 6tima de crescimento entre 37 e 42 °C (ALTERMANN et
al., 2005 ), podendo crescer até¢ 45 °C, ndo crescendo a 15 °C (CHENG et al.,
2015). Esta espécie é pouco tolerante a salinidade do meio e esta entre os lactobacilos
menos tolerantes ao oxigénio, com o crescimento em meio sélido favorecido por
anaerobiose ou pressdo reduzida de oxigénio (GOMES, MALCATA, 1999). A espécie
alcanga suas maiores taxas de crescimento em meios levemente &dcidos, com pH
variando entre 5,5 e 6,0, e o crescimento cessa em pH abaixo de 4,0 (SHAH, 2007). L.
acidophilus é uma bactéria homofermentativa obrigatéria produtora de écido latico,
fermentam glicose e, a maioria das estirpes, também podem fermentar amido (CHENG
et al., 2015).

E um micro-organismo auxotréfico para 14 aminodcidos e é incapaz de sintetizar
varios co-fatores e vitaminas incluindo riboflavina, vitamina B6, nicotinato,
nicotinamida, biotina e folato (ALTERMANN et al., 2005). Esses déficits na
capacidade anabdlica sdo exemplificados pela necessidade de usar meios ricos em
nutrientes para seu cultivo (BULL et al., 2013) o que, muitas vezes, justifica seu baixo

crescimento em alguns ambientes.

4. Tratamento térmico
O tratamento térmico € um dos métodos fisicos mais utilizados na induastria de

alimentos, uma vez que a acido do calor promove a elimina¢do de micro-organismos,
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enzimas, insetos e parasitas (FELLOWS, 2006) prolongando a vida util dos alimentos.
Além disso, o calor também promove a destrui¢do de fatores antinutricionais e aumento
da biodisponibilidade de alguns nutrientes (RAES et al., 2014). Alguns efeitos
desejaveis na qualidade sensorial dos alimentos também sdo observados com o uso do
calor, como a produc¢do de sabores e texturas.

No entanto, a utilizacio de temperaturas elevadas determina a perda de
compostos nutricionais, propriedades antioxidantes e alteracdes fisico-quimicas
indesejdveis (OMS-OLIU et al., 2012), com destruicdo de alguns dos componentes
sensoriais dos alimentos, responsaveis por seu sabor, cor, gosto ou textura, tendo como
resultado caracteristico a perda de qualidade e de valor do produto.

A pasteurizacdo € o tratamento térmico mais empregado no processamento
industrial de sucos, apresentando duas funcdes bdsicas: reduzir a carga microbiana
inicial a niveis aceitdveis (deixando o alimento microbiologicamente seguro) e inativar
complexos enzimaticos existentes que possam causar alteracdes sensoriais do produto
(QUEIROZ; MENEZES, 2010; WANG; HU; WANG, 2010).

A presenca de enzimas em sucos muitas vezes se torna um problema para a
industria de alimentos, com isso a desnaturacdo ou inativacdo das mesmas € de
fundamental importincia no processo de pasteurizacio (MULLER et al., 2013). A
presenca de enzimas ativas pode provocar reacdes quimicas que alteram a cor, o sabor e
a viscosidade da bebida (CHAKRABORTY et al., 2014).

Em sucos de frutas, as principais enzimas responsaveis pela deterioracao da cor,
sabor e valor nutricional sd@o as enzimas oxidativas como a polifenoloxidase (PPO) e
peroxidase (POD) (CHAKRABORTY et al., 2014). Além dessas, existem as enzimas
pécticas, as quais incluem a pectinametilesterase (PME) e a poligalacturonase (PG), que
estdo envolvidas na quebra da rede da pectina afetando a consisténcia e estabilidade dos
sucos (DUVETTER et al., 2009). Dessa forma, a inativagao dessas enzimas € necessaria
para evitar a perda de qualidade e estender a vida util de produtos de frutas e hortalicas
(CHAKRABORTY et al., 2014).

Algumas enzimas, como a peroxidase, sdo resistentes ao calor, necessitando de
temperaturas muito elevadas e tempo de tratamento muito alto para que sua inativacao
total ou parcial seja alcancada. No entanto, sabe-se que tratamentos térmicos mais
severos levam a perdas de compostos nutricionais e alteragdes sensoriais consideraveis.
Com isso, novos métodos precisam ser explorados a fim de inativar essas enzimas sem

causar danos as caracteristicas do produto.
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5. Alta pressao isostatica (API)

A demanda por alimentos naturais, sem conservantes, mais saborosos e
saudaveis aumentou nos ultimos anos. Diante disso, a indudstria de alimentos
desenvolveu tecnologias emergentes de processamento, dentre as quais destaca-se a
utilizacdo de Alta Pressdo Isostdtica - API ou hidrostética (do inglés High Hidrostatic
Pressure - HHP), a qual € capaz de originar produtos microbiologicamente seguros e
com suas caracteristicas preservadas (RODRfGUEZ et al., 2012).

Os primeiros estudos envolvendo a tecnologia de alta pressdo foram realizados
por Hite (1899), demonstrando que a vida util do leite cru podia ser estendida por 4 dias
ap6s uma hora de pressurizacdo a 600 MPa a temperatura ambiente. No entanto,
somente na década de 1980, no Japdo, que o primeiro produto processado por alta
pressao chegou ao mercado (MUJICA-PAZ et al., 2011).

O processamento por API consiste em submeter o produto a pressdo isostética de
até 1.000 MPa (equivalentes a 10.000 atmosferas) durante um tempo de processo
determinado em temperatura controlada (KNNOR, 1999). A alta pressdo isostatica
possui dois principios cientificos que devem ser considerados para sua aplicacdo no
processamento de alimentos, o principio de Le Chatelier e o isostético.

O principio de Le Chatelier afirma que quando um sistema em equilibrio é
perturbado, o0 mesmo responde de uma maneira que tende a minimizar essa perturbacao
(NORTON; SUN, 2008). Qualquer fendmeno seja de transicdo de fase, mudanca de
conformag¢do molecular ou reacdo quimica, acompanhado por uma diminui¢do no
volume, é favorecido pelo aumento de pressdao. O processo a API estimula reagdes que
resultam em uma diminui¢do no volume, pois o material € comprimido cerca de 15% a
uma pressao de 600 MPa (SUN, 2014).

O principio isostitico determina que a pressdo € instantaneamente e
uniformemente distribuida ao longo da amostra independente do tamanho e da
geometria do produto. No entanto, isso s6 acontece se a amostra estiver em contato
direto com o meio de pressdao ou hermeticamente fechada em embalagem flexivel que
permita a transmissao da pressdo (NORTON; SUN, 2008). O tempo de processamento
sob pressdo €, portanto, independente do tamanho da amostra, ao contrario do que
acontece no processamento térmico (KOUTCHMA, 2014).

A aplicacdo dessa tecnologia em alimentos torna-se vantajosa devido a sua

eficdcia na inativacdo microbioldgica e enzimatica, além de poder manter os principais
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atributos de qualidade, como frescor, valor nutricional e propriedades sensoriais, uma
vez que a API afeta principalmente ligacdes ndo covalentes (ligacdes de hidrogénio,
ligaces i0nicas e ligacOes hidrofébicas). Devido ao baixo impacto sobre ligagdes
covalentes, a API exerce efeitos limitados em moléculas pequenas, com isso,
aminodcidos, vitaminas, compostos antioxidantes, moléculas de sabor, e outros
compostos de baixo peso molecular sio raramente afetados (RODRIGUEZ et al., 2012;
BARBA et al., 2015).

Chen et al. (2015) observaram que o teor de fendis totais nao foi afetado, ou
apresentou um ligeiro aumento, em amostras de uma bebida de mamao tratadas por API
em compara¢cdo com amostras ndo tratadas. O aumento se deve, segundo Queiroz et al.
(2010), ao fato de que os fendis estdo presentes nos vactolos das plantas e o tratamento
por APl pode romper a membrana que recobre os vacuolos, aumentando a
extratabilidade de compostos antioxidantes, fazendo com que o teor de fenois totais
também aumente. Por outro lado, o teor de fendis totais diminuiu significativamente
apo6s o tratamento térmico (alta temperatura por curto periodo de tempo - 110 °C/8,6 s),
mostrando que a API € uma alternativa promissora para o processamento de bebida de
mamao em alternativa ao tratamento térmico (CHEN et al., 2015).

Os efeitos da API sobre a inativacdo microbiana ji estdo bem estabelecidos,
sendo que uma pressurizacdo a 580 MPa por 3 minutos, a temperatura ambiente, ¢
equivalente ao tratamento térmico de pasteurizacdo para produtos de baixa acidez
(FDA, 2010). No entanto, o efeito antimicrobiano da alta pressdo € dependente de
vdrios fatores intrinsecos e extrinsecos, tais como condi¢do fisiolégica do micro-
organismo, matriz € composi¢do dos alimentos (HAYMAN; ANANTHESWARAN;
KNABEL, 2007; MUJICA-PAZ et al., 2011; RENDUELES et al., 2011).

Além da atividade microbioldgica, a atividade enzimdtica € outro parametro
importante que afeta a qualidade dos alimentos, principalmente, de produtos de frutas e
hortalicas. Nos vegetais intactos, as enzimas estdo geralmente dentro dos
compartimentos celulares do tecido vegetal. No entanto, quando esses produtos sdo
cortados e/ou triturados ocorre a descompartimentalizacdo dos tecidos, fazendo com
que enzimas e substratos entrem em contato, causando assim alteracoes indesejaveis aos
produtos (SUN, 2014).

O efeito da alta pressdo sobre a atividade enzimatica € varidvel, dependendo da
pressdo. A pressio pode afetar a conformagdo estrutural das enzimas e,

consequentemente, levar a perda de atividade (pressdes acima de 400 MPa) ou entdo,
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em pressoes mais baixas (até 200 MPa), pode ocorrer ativagdo das enzimas, devido a
exposicdo de sitios que antes ndo estavam disponiveis para reacdo (SUN, 2014;
TRIBST et al., 2016). No entanto, isso vai depender da matriz alimentar e do quanto a
enzima € baroresistente.

Tribst et al. (2016) avaliaram os efeitos da API (600 MPa durante 5 ou 30 min a
25 °C) sobre a atividade de polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) em diferentes
fontes vegetais (inhame, mandioquinha-salsa e batata-doce) processados de diferentes
formas (cubos, puré e extrato enzimadtico), e observaram que a fonte e a matriz vegetal
sdo de grande importancia na eficcia da pressuriza¢do na inativacdo enzimatica. Como
exemplo, os autores obtiveram até 100 % de inativacio da PPO no extrato de
mandioquinha-salsa. Em contrapartida, no puré de batata-doce ocorreu até 368 % de
ativacao dessa mesma enzima.

A transmissdo da pressdo € momentanea e uniforme por toda a amostra, o tempo
e a energia de processamento sdo reduzidos e o risco de tratamento excessivo em
algumas partes de produtos volumosos sdo evitados (BARBA et al., 2015), ndo havendo
também o "ponto frio", grande problema dos alimentos submetidos ao tratamento
térmico.

Portanto, a tecnologia de alta pressd@o possui uma boa perspectiva para uso na
industria de alimentos como uma alternativa ao tratamento térmico (CHEN et al., 2015),
gerando produtos com menores alteragdes de suas caracteristicas sensoriais e

nutricionais.
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CAPITULO 2

Mango and carrot mixed juice: a new matrix for the vehicle of probiotic

lactobacilli

Abstract

This study evaluated the physico-chemical properties and the viability of Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus plantarum and Lactobacillus acidophilus in mango and carrot
mixed juices. In addition, this study verified the resistance of L. plantarum (bacteria that
presented greater viability) to the gastrointestinal tract simulated in vitro. Aliquots of 3
different formulations (varying the concentration of pulps) containing the previously
inoculated probiotics (37 °C/24h) were added to the respective formulations and
products were stored at 8 °C for 35 days. No difference was found in the total soluble
solids and color of the products. A reduction in pH and an increase in acidity were
observed in all samples during storage, probably due to the fermentative action of
probiotics. The increase of carrot concentration in mixed juice formulations promoted
greater viability for the microorganisms. During the 35-day shelf life, all mixed juices
supplemented with L. plantarum maintained counts above 7 Log CFU/mL after in vitro
simulation of gastrointestinal conditions. Mixed juice of mango and carrot showed to be
as a good vehicle for probiotic bacteria and meets the needs of consumers looking for

functional, healthy and low-sugar mixed juices.

Key-words: Mixed juice; carrot; mango; probiotics; gastrointestinal digestion in vitro.
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1. Introduction

Interest in the development of novel functional foods and their incorporation into
a healthy diet has been growing in recent years. Among these products, those containing
probiotic microorganisms have gained importance, since these bacteria promote a
beneficial effect on host health and have potential for prevention of various diseases
(Kandylis, Pissaridi, Bekatorou, Kanellaki, & Koutinas, 2016). Probiotics help maintain
balance and stability of the gut microbiota, contributing to digestive functions, such as
constipation control, nutritional bioavailability and modulation of digestive and immune
system activity. These microorganisms have potential health effects related to cancer,
antibiotic-associated diarrhea, travelers’ diarrhea allergies, lactose intolerance, high
blood pressure and cholesterol, immune system function, and vitamin
production (Rostami, Mousavi, Mousavi, & Shahsafi, 2018).

The demand for new food matrices as a vehicle for probiotics in alternative to
dairy products is increasing due to intolerance and allergy to milk derivatives from part
of the population, increase of individuals who adhere to vegetarianism, cholesterol-
restricted diets, among other factors (Martins et al., 2013; Aboulfazli, Shori, & Baba,
2016). Thus, the use of the vegetable matrix has been widely discussed as an alternative
for the incorporation of probiotic bacteria in the diet, since fruits and vegetables contain
nutrients for the growth of these microorganisms without offering consumers the
inconveniences related to dairy products (Martins, Ramos, Martins, & Leite Junior,
2016; Shori, 2016).

Many studies were carried out using the vegetable matrix as carrier of probiotic
bacteria, such as carrot juice fermented by Lactobacillus plantarum (Li et al., 2016),
minimally processed melon added L. acidophilus (Oliveira et al., 2017), orange juice
added by Lactobacillus casei (Costa et al., 2017), rice extract fermented by
Lactobacillus plantarum (Savedboworn, Niyomrat, Naknovn, & Phattayakornb, 2017),
soybean extract fermented by L. acidophilus La-5, Bifidubacterium animalis subsp.
lactis Bb-12 and Streptococcus thermophilus (Battistine et al., 2018), among others. In
general, the viability of probiotic bacteria in vegetable products depends on several
intrinsic and extrinsic factors, such as the species and bacterial strain used, pH, the
presence of oxygen dissolved in the medium, the composition of the food, as well as
storage temperature, the nature of the ingredients added and the food matrix (Shori,

2016).
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In this context, the production of mixed juice may be a promising alternative to
increase the viability of probiotic microorganisms and the sensory acceptance of the
product, besides being an alternative to conventional dairy products (Antunes et al.,
2013). Among the vegetables that have high production and industrial processing,
mango and carrot stand out due to the low cost, high availability of nutrients and
palatable flavor (Bonneau, Boulanger, Lebrun, Maraval, & Gunata, 2016; Kaur, &
Aggarwal, 2016).

Mango (Mangifera indica) is a tropical fruit widely consumed in many parts of
the world and is generally regarded by consumers as the "king of fruits" for its sweet
taste, exotic flavor and succulence (Matheyambath; Subramanian; & Paliyath, 2016).
The carrot (Daucus carota L.), besides being widely consumed in natura or as an
ingredient in culinary recipes, originates the carrot juice, which is considered one of the
most popular vegetable juices (Li et al., 2016). Mango and carrot are vegetables rich in
functional components such as carotenoids, ascorbic acid, phenolic compounds,
vitamins (A, D, B, E, C and K), fiber and minerals (calcium, potassium, phosphorus,
sodium and iron) (Cadena et al., 2013; Kun, Rezessy-Szabd, Nguyen, & Hoschke,
2008). Although these vegetables attract consumers' attention, there are no studies that
evaluate the combined effect of the mango and carrot matrices on the viability of
probiotic bacteria, as well as is scarce the study of viability and resistance of the
probiotic to the gastrointestinal tract (GTI) using mixed vegetable juice.

Thus, this study evaluated the viability of probiotic bacteria (Lactobacillus
rhamnosus GG, Lactobacillus plantarum LP299V® and Lactobacillus acidophilus LA-
14) and the physico-chemical characteristics of different formulations of mango and
carrot mixed juice during 35 days at 8 °C. In addition, the resistance to GTI of the
probiotic strain with greater viability in the mixed juice of the different formulations

was evaluated.

2. Material and methods

2.1. Obtaining mango and carrot pulps

The mango pulp (Mangifera indica L. Uba variety) was obtained from the
company Bela Ischia Ltda (Astolfo Dutra, MG, Brazil) and kept frozen at -18 °C until

preparation of mixed juices.
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For obtaining carrot pulp (Daucus carota L.), fresh roots were obtained from the
local market of the city of Rio Pomba (Minas Gerais, Brasil), washed in running water
and sanitized in organic chlorine solution at 200 mg/L of active chlorine for 15 minutes
at 5 °C. After the sanitization, the vegetables were rinsed in chlorinated solution at
20 mg/L for 5 minutes and then peeled and chopped with the aid of knives. The carrot
juice was obtained by milling the roots with water, in the proportion of 1:1, in a
domestic blender. Immediately after obtaining the carrot pulp, the mixed juice was

formulated as described in item 2.2.

2.2. Preparation and processing of mango and carrot mixed juices

To prepare the formulations, both pulps were weighed and added with mineral
water to a final concentration of 60 g of pulp/100 mL. Subsequently, the total soluble
solids (TSS) was adjusted to 8 °Brix with the addition of commercial sucrose in all
formulations to standardize the content of soluble solids in mixed juices. The sugar
content added to the formulations ranged from 1.0 to 2.0 g/100 mL.

Three different formulations of mango and carrot mixed juice were tested, with
formulation 1 (F1): 5 parts mango pulp and 1 part carrot pulp; formulation 2 (F2): 2
parts mango pulp and 1 part carrot pulp; and formulation 3 (F3): 1 part mango pulp and
1 part carrot pulp. The proportions of vegetable pulps were defined as equidistant
concentrations, in which the amount of carrot never exceeded the mango quantity due to
the mango being highly appreciated by the consumers, with low cost of production and
widely produced compared to the carrot.

Aliquots of 100 mL of the mixed juices were filled into sterilized glass bottles
with metal caps and pasteurized at 90 °C/1 min for further analysis (Faraoni, Ramos,
Guedes, & Pinto, 2013). Pasteurization was carried out in a water bath and a
thermocouple was added in the lower heating point on a control bottle containing juice
to monitor the temperature. After pasteurization, the product was cooled to 10 °C with

ice water and stored at 8 °C (Moreira et al., 2017).

2.3. Preparation and addition of probiotics in mixed juice

The preparation of probiotic cultures and added to the mixed juice was
performed as Moreira et al. (2017), where, the pre-inoculum was prepared for each
microorganism (L. rhamnosus GG (Culturelle®) (LGG), L. plantarum LP299V®
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(Jamieson™™ Natural Sources) (LP) and L. acidophilus LA-14 (Nature's Bounty®) (LA))
in each formulation (F1, F2, and F3), totaling 9 treatments (F1LGG; F2LGG; F3LGG;
F1LP; F2LP; F3LP; F1LA; F2LA; F3LA). For this, after pasteurization, one L.
rhamnosus and one L. plantarum capsule, containing 10 cells each, and five L.
acidophilus capsules, containing 2x10° cells each, were added aseptically and
individually to 100 mL of each juice formulation. Then, the juices were manually stirred
and incubated at 37 °C/24 h. The next day, 10 mL aliquots of the pre-inoculum were
added to 90 mL of pasteurized mixed juice (Moreira et al., 2017). The products obtained
were stored at 8 °C for 35 days and the analyzes were performed every 7 days. Figure 1

shows the experimental scheme.

Obtaining formulations F1 Control

F1: 5 parts mango pulp / 1 part of carrot pulp;
F2: 2 parts mango pulp / 1 part of carrot pulp;

F3: 1 part mango pulp / 1 part of carrot pulp.

F2 Control

F3 Control

1 capsule 1 capsule 5 capsules )
L. rhamnosus GG L. plantarum LP299V® L. acidophilus
Pre-inoculum
37 °C/24 h
| l l 1 | l ( )
F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3 |
J

llOmL llOmL llOmL llOmL llOmL l]OmL llOmL llOmL llOmL

FILGG

F2LGG F3LGG FI1LP F2LP F3LP FI1LA F2LA F3LA

Analysis of probiotics viability, pH, acidity, total soluble solids (TSS) and

color on days 0, 7, 14, 21, 28 and 35 storage at 8 °C

Selection of the microorganism that presented greater viability
|
In vitro gastrointestinal survival assay after 0 and 35 days of storage at 8 °C

Figure 1. Scheme of the experiment.
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As a control treatment, the three formulations of mango and carrot mixed juice
were obtained without the addition of probiotic cultures. The control treatments were

stored for 35 days at 8 °C and submitted the same analyzes of the other treatments.

2.4. Physical-chemical characteristics

Mango and carrot mixed juices were evaluated at times 0, 7, 14, 21, 28 and
35 days of storage at 8 °C. Analyzes of pH, titratable acidity and TSS of mixed juices
were carried out according to the AOAC methods: 920.92, 10.197 e 973.21,
respectively (AOAC, 2000). For this, 10 g of each sample were weighed and 100 mL of
distilled water added. The pH was determined by direct reading in potentiometer (mPA-
210, MS TECNOPON, Sao Paulo, Brazil). For acidity determination, expressed as a
percentage of citric acid (w/v), the juice was titrated with 0.1 mol/L. NaOH standard
solution until a final pH of 8.2-8.4 (titration endpoint) was reached. The TSS was
performed with a direct reading on refractometer (Digital ABBE Refractometer WAY -
2S, Quimis, Brazil) at 25 ° C, and the results were expressed in ° Brix.

The color of the mixed juices was measured using a Color Reader CR-10
(Minolta) colorimeter. The color measurements were performed by direct reading of
reflectance of the L* a* and b* coordinates using the CIELAB L* scale. For each
sample, three readings were taken at different random points of the product in order to
obtain the mean result. The total color difference (AE) between the samples was
measured according to Equation 1 (Adekunt, Tiwari, Cullen, Scannell, & O'Donnell,
2010). In each formulation, the mixed juice without addition of probiotic was arbitrarily

defined as the reference.

AE = [(AL)? + (Aa)? + (Ab)?]05 1

The total dietary fiber content was performed by the enzymatic-gravimetric
method according to AOAC (2012). This method is based on sequential enzymatic
digestion of the samples by a-amylase, protease and amyloglucosidase for hydrolysis of
starch, proteins and amylose, respectively, followed by ethanol precipitation to obtain
the soluble fiber and subsequent drying of the residue to obtain the insoluble fiber. The
total dietary fiber content is the sum of the soluble and insoluble fractions of the

product.
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2.5. Viability of probiotic cultures in mango and carrot mixed juice

Aliquots of 25 mL of the mixed juices were homogenized in 225 mL of saline
solution, obtaining the dilution 107, Subsequently, serial dilutions were performed. The
viability of L. rhamnosus, L. plantarum and L. acidophilus was carried out after 0, 7,
14, 21, 28 and 35 days of mixed juices processing stored at 8 °C, by colony counting
using pour plate method in Man, Rosa and Sharpe - MRS (Kasvi, Brazil) culture
medium (Richter, & Vedamuthu, 2001). The plates were incubated at 37 °C for 72
hours. The control samples, not added to the probiotic microorganisms, were also
submitted to the same test conditions. The results were expressed log CFU (colony

forming units) per milliliter of the product.

2.6. Evaluation of the survival of the probiotic microorganism to in vitro simulated

gastrointestinal conditions

For the in vitro assay, the microorganism that presented the highest viability was
chosen and the 3 formulations (F1, F2 and F3) were evaluated for this microorganism,
in order to evaluate the resistance of this probiotic to the gastrointestinal conditions and
if the medium composition influenced their survival. The analysis was carried out after
0 and 35 days of the mixed juices processing stored at 8 °C.

The analysis was conducted using an in vitro model, through the simulation of
gastric and enteric juices and enzymes of the gastrointestinal tract according to
methodology proposed by Bedani, Rossi, & Saad (2013). Diluted aliquots of probiotic
mixed juices were transferred to sterile glass vials and the pH was adjusted to 2.3-2.4
with 1 mol/L HCI. Pepsin (from porcine stomach mucosa, Sigma—Aldrich) and lipase
(Amano lipase G, from Penicilium camemberti, Sigma—Aldrich) solutions were added
to samples to reach a concentration of 3 g/LL and 0.9 mg/L, respectively. Flasks were
incubated at 37 °C, with agitation during 2 h, leading to the simulated gastric phase.
Then, in enteral phase I, the pH was increased to 5.4-4.7 with alkaline solution [150 mL
of 1 mol/L NaOH (Synth, Diadema, Brazil) and 14 g of POsH,Na.2H,O (Synth,
Diadema, Brazil) and distilled water up to 1 L] containing bovine bile (Sigma-Aldrich)
and pancreatin from porcine pancreas (Sigma-Aldrich) at a concentration of 10 g/L. and
1 g/L, respectively. The samples were incubated again at 37 °C for 2 h under agitation.
Finally, the simulation of the enteric phase II occurred. The pH was increased to 6.8—7.2
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using the same alkaline solution, bile and pancreatin were adjusted to maintain the
concentration of 10 g/L. and 1 g/L, respectively, and the samples were incubated again at
37 °C for 2 h under agitation, and reaching 6 h of assay.

The enumeration of the probiotic microorganisms surviving the gastrointestinal
conditions was carried out after the end of each phase (2 h = gastric phase (GP), 4 h =
enteric phase I (EP I) and 6 h = enteric phase II (EP II)) and viability was carried out

according to item 2.5.

2.7. Statistical analysis

Each sample treatment was carried out in triplicate with three determinations per
analysis. Data was analyzed via Analysis of variance (ANOVA) using the
STATISTICA 7.0 software (StatiSoft, Inc., Tulsa, Okla., U.S.A.). Tukey test was used
to determine the differences among the treatment means at the 95% confidence level

when appropriate. Data was represented as the mean + standard deviation.

3. Results and discussion

3.1. pH, acidity and viability of probiotics in the pre-inoculum of mango and carrot

mixed juices

There was a significant effect of the microorganisms on pH reduction and
acidity increase of the juices in the pre-inoculum after 24 hours of incubation at 37 °C
(p<0.05) (Figure 2A and 2B). L. plantarum was the microorganism that showed the
highest viability after 24 hours of incubation, independent of the formulation, except in
formulation 3, which presented similar value with L. rhamnosus (Figure 2C).

L. plantarum has a good adaptability to different media being found in several
ecological niches, as well as in the gastrointestinal tracts of humans and animals.
(Siezen et al., 2010; Sabo, Vitolo, Gonzdlez, & Oliveira, 2014). This adaptability is
associated with its ability to ferment a variety of sugars (Prins et al., 2010) and, due to a
high efficiency in the transport system, quickly absorbs the necessary solutes (Salminen,
& Von Wright, 1993).

The results show that there is a difference during the pre-inoculation
fermentation in relation to the adaptation of probiotic cultures to the juice formulations,

being L. acidophilus the bacterium of lower robustness. Other studies corroborate the
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influence of the medium composition on the viability of different probiotic lactobacilli
cultures (Betoret, Calabuig-Jiménez, Patrignani, Lanciotti, & Dalla Rosa, 2017;

Espirito-Santo, Carlin, & Renard, 2015).
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Figure 2. Evaluation of pH, acidity and viability of probiotic microorganisms in pre-
inoculum after 24 h of incubation at 37 °C. CONT: without addition of probiotic
microorganism. Different letters indicate significant difference (p <0.05) among the

treatments.

According to Sheehan, Ross, & Fitzgerald (2007), changes in pH and acidity
may be useful to indicate the adaptation and growth of bacteria in different fruit juices.
However, other factors should also be considered such as the chemical composition of
juices, the balance between nutrients and inhibitory compounds and the ability of the
strains to adapt to these matrices. Thus, L. acidophilus showed lower development
compared to other microorganisms in the formulations prepared in this study, possibly
because the environment conditions were not favorable to the development of this
microorganism, such as low pH, presence of oxygen and low concentration of

fermentable sugars by this microorganism.
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Mixed juices of the control treatments showed counts lower than 1 log CFU/mL
for the three formulations after processing, proving the effectiveness of the thermal

treatment employed without any subsequent contamination of the product.

3.2. Physico-chemical characteristics of mango and carrot probiotic mixed juice

Figures 3 and 4 show the results obtained for the pH and acidity, respectively, of
the mixed juices in the different formulations, added with the respective pre-inoculum
containing the probiotic microorganisms.

In the comparative evaluation of the formulations without addition of probiotics,
it was verified that formulation 3 had a higher pH value (Figure 3A) and a lower acidity
value (Figure 4A) (p<0.05), which is due to the increase in the amount of carrot pulp
(pH 5.0) and to the decrease in the amount of mango pulp (pH 3.8). However, for the
juice added to the probiotic microorganisms, this difference was minimized and for
most of the evaluated days, there was no difference in the pH values between the
formulations, independently of the added microorganism (p>0.05) (Figures 3-4B, 3-4C
and 3-4D).

Over time, the juices from the control treatments showed no change in pH and
acidity (p>0.05) (Figure 3 and 4A). On the other hand, the juices containing probiotics,
with the exception of formulations 1 and 2 added by L. acidophilus, showed a reduction
in pH throughout storage at 8 °C (p<0.05) (Figure 3B, 3C and 3D). Similarly, an
increase in acidity was observed in these juices, except for formulations containing L.
acidophilus, during 35 days of storage at 8 °C (p<0.05) (Figure 4B, 4C and 4D).

The pH reduction and acidity increase in juices is due to the production of acids
by the added microorganisms, especially L. plantarum and L. rhamnosus, during
refrigerated storage [where L. plantarum and L. acidophilus used sucrose, fructose and
glucose as substrate present in juices (Gilliland & Speck, 1977; Hedberg, Hasslof,
Sjostrom, Twetman, & Stecksén-Blicks, 2008), and L. rhamnosus used glucose and
fructose (Hedberg, Hasslof, Sjostrom, Twetman, & Stecksén-Blicks, 2008)]. In contrast,
L. acidophilus, which finished the pre-inoculation phase with lower viability, showed
low adaptation in these matrices, justifying the slight change in the characteristics of the

juice containing this bacterium.
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Figure 3. Evaluation of the pH of different formulations of probiotic mixed juices.

F1_Mixed juice (m), F2_Mixed juice (@), F3_Mixed juice (¥). Different upper case letters

indicate significant difference (p<0.05) among the formulations at the same time and

different lowercase letters indicate significant difference (p<0.05) over time for each

formulation.

Pimentel, Madrona, Garcia, & Prudencio (2015) verified that the addition of

Lactobacillus paracasei ssp. paracasei caused a slight increase in acidity as well as

decreased pH levels in clarified apple juice during 28 days at 4 °C. These researchers

reported that probiotic microorganisms may metabolize the simple sugars present in the

juice and, consequently, produce small amounts of organic acids; or still, dead bacteria

may be able to release enzymes that might have hydrolyzed the polysaccharides from

the juice (Ding & Shah, 2008).
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Figure 4. Evaluation of the acidity of the different formulations of probiotic mixed
juices. F1_Mixed juice (m), F2_Mixed juice (m), F3_Mixed juice (m). Different upper
case letters indicate significant difference (p<0.05) among the formulations at the same
time and different lowercase letters indicate significant difference (p<0.05) over time

for each formulation.

There was no difference in total soluble solids (TSS) among the samples in each
time evaluated (p>0.05) and throughout the storage period (p>0.05). After processing,
the formulations 1, 2 and 3 showed an average of 7.9 = 0.4, 79 + 0.3, and 7.6 +
0.4 °Brix, respectively (p>0.05). After 35 days of storage, these values were 7.4 + 0.3,
7.5 +£0.5, and 7.3 %+ 0.6 °Brix, respectively (p>0.05), which demonstrates the stability of
the product over the shelf life.

3.3. Color

No difference was observed in L*, a* and b* parameters among the evaluated
samples after the processing as well as during the storage period (p>0.05). In general,

formulations 1, 2 and 3 not added to probiotic microorganisms showed L* values of
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37.2+£2.1;37.2 + 1.8 and 36.7 + 1.6, respectively; a* values of 9.6 + 3.3; 12.2 £ 4.4 and
13.1 £ 4.3, respectively; and, finally, b* values of 19.6 £ 7.8; 19.7 £ 7.3 and 18.0 £ 7.1,
respectively. In addition, the presence of probiotic microorganisms did not affect the
L*, a* and b* values of the different formulations (p>0.05). Based on the a* and b*
parameters, the samples were characterized by the coloration ranging from reddish
orange to purple red. This coloration is justified by the presence of carotenoids, which is
the main pigment present in the mango and carrot pulps.

Regarding the total color difference (AE), arbitrarily considering each
formulation of the mixed juice without addition of probiotic as reference, it was verified
that the juices containing L. rhamnosus, L. plantarum and L. acidophilus presented AE
average of 0.9 £ 0.5; 1.3 + 1.0 and 1.4 + 0.6, respectively. The AE represents the visual
perception of the human eye and considers the color changes perceived by consumers
as: very visible change (AE> 3.0), notable (1.5 <AE <3.0) and no visible color change
(AE <1.5) (Adekunte, Tiwari, Cullen, Scannell, & O'Donnell, 2010). In addition,
according to Choi, Kim, & Lee (2002), only AE values greater than 2 correspond to
visually perceptible color changes between two samples. Thus, regardless of the
formulation, it is expected that the addition of probiotic microorganisms will not result

in perceptible color change by the consumer.

3.4. Viability of probiotic microorganisms in mango and carrot mixed juices

Regardless of the microorganism evaluated, formulation 3 promoted greater
viability of the added microorganisms, however, only for L. rhamnosus GG this
difference was statistically significant (p<0.05) (Figure 5A). This result is possibly due
to the higher dietary fiber content present in the formulation 3 (8.9 g/100 g) compared
to the other formulations (7.1 g/100 g in the formulation 1 and 7.8 g/100 g in the
formulation 2) (p<0.05).

41



10,0 1 A. Mixed juice with L. rhamnosus

g 9,0 BaAl  pBaa AR AaAuAl ABA
=

O 8,0 A

)

=

= 7,0 1

Z 60 -

8

” 50

0 7 14 21 28 35
Time (day)

10,0 1 B. Mixed juice with L. plantarum
g 9.0 - Aa AaAa  AgAa Aa Aa AaAaAa AaAa
S AaAa Aa
& 8.0 1
g
= 7,0 A
&

2 6,0
S
” 50 :
0 7
Tlme (day)
10,0 q C. Mixed juice with L. acidophilus
_ Aa AR
g 90 Adab  3Aq A gl
B Aa Aa
O 8,0 A Ab Aa
Ey AahaAb R
:%: 7,0 T aAa
2 6,0 -
S
> 5,0 L T T T T T
0 7 14 21 28 35
Time (day)

Figura 5. Evaluation of the probiotic microorganisms viability in the different
formulations of mixed juices. F1_Mixed juice (m), F2_Mixed juice (m), F3_Mixed
juice (n). Different upper case letters indicate significant difference (p<0.05) among the
formulations at the same time and different lowercase letters indicate significant

difference (p<0.05) over time for each formulation.

According to Nualkaekul, Salmeron, & Charalampopoulos (2011), dietary fibers
significantly influence the cellular survival of microorganisms after processing and
during the shelf life of the product. Soluble fibers can be used as substrates for the
growth of probiotic microorganisms and insoluble fibers may have a protective effect
on these bacteria by promoting a physical barrier during passage through the

gastrointestinal tract (Ray & Montet, 2014). In addition, the chemical composition of
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juices, pH and organic acid concentration may also directly influence the viability of
probiotic microorganisms. In this context, formulation 3 presented higher pH and lower
acidity, contributing to a lower inhibition of the microorganisms present in these
samples compared to the other formulations.

No reduction in the count of evaluated microorganisms was observed during the
storage period independent of the formulation (p>0.05) (Figure 5), which demonstrates
the efficiency of the use of vegetable matrices, such as mango and carrot, as a source for
the growth and maintenance of probiotic bacteria.

The highest average counts were obtained for L. plantarum (8.56 + 0.19 log
CFU/mL) and L. rhamnosus (8.35 + 0.35 log CFU/mL) (p>0.05) and L. acidophilus
showed lower viability (7.49 + 0.65 log CFU/mL) (p<0.05). The same behavior was
observed in the pre-inoculum of the mixed juice after 24 hours of incubation at 37 ° C.
Therefore, from the results obtained, it was verified that L. plantarum showed better
adaptation in the juice prepared with the matrices tested, which corroborates with
Kleerebezem et al. (2003), who reported that L. plantarum has a high proportion of
resistance genes, which play an important role in the interaction of the bacterium with
the environment, resulting in a better viability compared to the other evaluated
microorganisms. On the other hand, L. acidophilus showed a slower metabolism, which
is confirmed by the lower counts, in absolute terms, in the more acidic formulations

(formulations 1 and 2) (Figure 5).

3.5. Survival of L. plantarum to in vitro simulated gastrointestinal conditions

To exert beneficial effects on host health, probiotic microorganisms must resist
the gastrointestinal conditions and to assess cell viability in the digestion phases,
gastrointestinal conditions were simulated by in vitro assay. In order to carry out the
study, L. plantarum was chosen because it presented the best viability, in absolute
terms, in the mixed juice, regardless of the formulation, during refrigerated storage.

The viability of L. plantarum in the mixed juice decreased in the gastric phase
(GP) after processing and after 35 days of storage at 8 °C (p <0.05) (Figure 6). This is
probably due to the low pH of this phase (pH value of 2.5), which may have caused the
death of sensitive cells. In enteric phases I and II (EP I and II), the viability of L.

plantarum remained similar to GP on day O of storage (p> 0.05) (Figure 6A), but after
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35 days storage at 8 °C, there was a reduction in the count after EP II compared to GP

(p <0.05) (Figure 6B).
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Figure 6. Survival of L. plantarum in different formulations of mango and carrot mixed
juice submitted to in vitro simulated gastrointestinal conditions. Mixed juice: Mango
and carrot mixed juice prior to initiation of in vitro simulation; GP: Gastric phase; EP I:
Enteric phase I; EP II: Enteral phase II; F1 (®, F2 (§), F3 (%). Different upper case
letters indicate significant difference (p <0.05) among the formulations in the same
phase and different lowercase letters indicate significant difference (p <0.05) among the

phases for the same formulation.

The enteric phases I and II, which simulate the small and large intestine,
respectively, present higher pH, being 5.4-5.7 for EP I and 6.8-7.2 for EP II (Bedani,
Rossi, & Saad, 2013). These higher pH values may have led to maintenance of probiotic
viability, ensuring that the microorganism reaches the intestine with counts above

6 log CFU/mL, colonizing it and exerting positive effects on the host.
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Formulation 3 showed the highest counts after passage through the simulated
gastrointestinal conditions for both evaluated times (p <0.05) (Figure 6), confirming the
best results found for this formulation in the evaluation of viability in the mixed juice.
Therefore, it was evident that a higher amount of carrot in the juice compared to the
other formulations, promoted better conditions for the maintenance of viability of L.
plantarum, contrary to formulation 1 that promoted less viability in general terms.

From these results, it can be verified that the different formulations affected the
viability and survival to gastrointestinal tract of the probiotic microorganisms, in which
the best intrinsic conditions (pH, fermentable sugars availability) and the higher fiber
content (resulting in a more structured matrix) of the formulation 3 favored a better
survival of microorganisms.

All formulations maintained counts above 7 log CFU/mL at the end of EP II
after 35 days of storage at 8 °C (Figure 6), confirming that mixed juice of mango and
carrot is a great vehicle for probiotic bacteria. This result suggests that different
vegetable matrices can serve as substrate for the growth and maintenance of probiotic
microorganisms, resulting in a high number of viable cells.

In order for the microorganisms to exert beneficial effects on the host, it is
necessary to ingest at least 6 to 7 log CFU of viable cells daily (Martins, Ramos,
Martins, & Leite Junior, 2016; Madureira, Amorim, Gomes, Pintado, & Malcata, 2011).
Other authors recommend a higher daily intake, about 8 to 10 log CFU per day
(Champagne, Ross, Saarela, Hansen, & Charalampopoulos, 2011). Based on this, in
order to have a probiotic effect of the mango and carrot mixed juice added of L.
plantarum, an approximate portion of 1 to 100 mL of the product should be ingested

daily, since the mixed juices showed viable cell counts between 7-9 log CFU/mL.

4. Conclusions

Mixed juice of mango and carrot can be considered a great vehicle for probiotic
bacteria, with emphasis on those that contained higher concentration of fibers in
composition. In addition, L. rhamnosus, L. plantarum and L. acidophilus showed good
adaptability to this matrix, however, L. plantarum was highlighted with better viability
and survived to in vitro simulated gastrointestinal conditions. At the end of this
simulation, this microorganism presented counts above 7 log CFU/mL, which is enough
for this bacteria to exert its probiotic effect. Our results show that mango and carrot

mixed juice may be an alternative for the incorporation of these microorganisms in the
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diet of individuals who do not consume dairy products, as well as other nutrients from
mango and carrot such as vitamins, minerals, antioxidants and fibers, which give

healthier characteristics to the product.
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CAPITULO 3

Suco misto de manga e cenoura processado termicamente e por alta pressao

isostatica adicionado de Lactobacillus plantarum

Resumo

Este trabalho objetivou elaborar suco misto de manga e cenoura processado por alta
pressao isostatica (API) e por pasteurizagdo adicionado de L. plantarum. Suco misto,
contendo a mesma propor¢do de polpa de manga e cenoura, foi processado por API e
por pasteurizagdo e adicionado de L. plantarum, sendo submetido a andlises
microbioldgicas, fisico-quimicas, capacidade antioxidante, contetido de a-caroteno e [3-
caroteno, atividade das enzimas polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) e andlise
sensorial ao longo de 35 dias de estocagem a 8 °C. O processamento, por API ou por
pasteurizacdo, ndo influenciou na viabilidade de L. plantarum. A APl manteve a
qualidade microbiolégica do produto, enquanto, os sucos pasteurizados, apresentaram
contagens elevadas de micro-organismos psicrotroficos aos 35 dias de estocagem a
8 °C. Os métodos de conservacdo aplicados ndo afetaram as caracteristicas fisico-
quimicas dos sucos. Entretanto, a presenca de L. plantarum causou diminui¢do do pH e
aumento da acidez dos sucos mistos ao longo do periodo de estocagem, mas ndo afetou
a capacidade antioxidante, conteiido de a-caroteno e B-caroteno e atividade enzimatica.
O processamento por API ndo influenciou na capacidade antioxidante do suco misto,
por outro lado, os sucos pasteurizados tiveram um decréscimo na capacidade
antioxidante e uma redu¢do média de 30% no contetdo total de a-caroteno e -caroteno.
A pasteurizagdo reduziu a atividade das enzimas PPO e POD e a API promoveu reducao
na atividade de PPO e aumento, de cerca de 30%, na atividade de POD. Todos os sucos
testados tiveram boa aceitacdo sensorial pelos consumidores, sendo o suco misto
processado por API sem a adi¢do de L. plantarum o que obteve a maior nota média
(igual a 8,0). Portanto, o processamento por API mostrou-se melhor que a
pasteurizacdo, uma vez que manteve as caracteristicas sensoriais dos sucos. Além disso,
a matriz testada se mostrou eficiente para a manutencao da viabilidade de L. plantarum,
podendo ser uma alternativa, como alimento probidtico, e, também, atender aos

individuos que niao consomem derivados lacteos.

Palavras-chave: probidtico; bebida; alta pressdo isostatica; tratamento térmico.
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1. Introducao

As frutas e hortalicas sdo excelentes fontes de vitaminas, antioxidantes,
compostos bioativos, fibra alimentar e minerais, além de possuirem sabores atraentes ao
consumidor (VALERO-CASES; FRUTOS, 2017). A manga (Mangifera indica) ¢ uma
fruta tropical muito consumida e apreciada em todo o mundo devido ao seu gosto doce e
suculéncia (MATHEYAMBATH; SUBRAMANIAN; PALIYATH, 2016). Por outro
lado, a cenoura (Daucus carota L.) € uma das raizes vegetais mais comumente usada na
alimentacdo, sendo utilizada in natura ou processadas (RIGANAKOS et al., 2017).
Manga e cenoura contém compostos funcionais, como carotenoides, vitaminas,
compostos fenodlicos, fibras e minerais (CADENA et al., 2013; RIGANAKOS et al.,
2017) e sao amplamente utilizadas para a fabricac@o de sucos.

A producdo de suco misto tem sido bastante explorada por unir os beneficios de
varios vegetais, originando um produto com melhor valor nutricional e boa aceitacao.
Para conservacao desses produtos, na maioria das vezes, € utilizada a pasteurizagdo, ou
seja, processos térmicos que utilizam temperaturas até 100 °C para garantir a qualidade
e a seguranca alimentar dos sucos (ANDRES et al., 2016). Entretanto, apesar da
inativacdo de micro-organismos € enzimas, temperaturas elevadas causam a perda de
nutrientes importantes naturalmente presentes nos alimentos, como vitaminas, proteinas
e carotenoides, além de alterar o sabor desses produtos (ABID et al., 2013). Com isso,
tecnologias ndo térmicas vém sendo estudadas para contornar esses problemas,
garantindo a qualidade dos produtos e, dentre essas tecnologias, destaca-se o
processamento por alta pressao isostatica (API).

A API ¢ um método de processamento ndo térmico que baseia-se no principio
1sostdtico e no principio de Le Chatelier; em que a pressao € igualmente aplicada em
todas as direcOes dos alimentos e o mesmo responde de maneira que tende a minimizar
a perturbacdo provocada (AUGUSTO; TRIBST; CRISTIANINI, 2018). O uso da API
em alimentos torna-se vantajoso devido a sua eficdcia na inativagdo microbioldgica e
enzimatica, além de manter o valor nutricional e propriedades sensoriais, uma vez que
esta tecnologia sO afeta ligacdes ndo covalentes (ligacdes de hidrogénio, ligacdes
ionicas e ligacdes hidrofébicas). Devido a baixa compressibilidade das ligacdes
covalentes, aminodcidos, vitaminas, moléculas de sabor e outros compostos de baixo
peso molecular sdao raramente afetados (RODRfGUEZ et al., 2012; BARBA et al,,
2015).
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Além de produtos mais proximos ao natural, os consumidores estdo buscando
alimentos que contenham em sua formulagdo nutrientes que lhes tragam beneficios além
da nutricdo bdsica, como, por exemplo, os probidticos. De acordo com a Organizagao
das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo e Organizacdo Mundial da Sadde,
probidticos sdo micro-organismos vivos que quando administrados em quantidades
adequadas conferem beneficios a saide do hospedeiro (FAO/WHO, 2001). Estudos tém
demonstrado que os probidticos conferem beneficios como reducdo dos niveis de
Streptococcus mutans (bactéria responsavel pela cédrie dentdria) na saliva (ALP; BAKA,
2018); aumento da protecdo contra o estresse oxidativo (HESHMATTI et al., 2018);
efeitos anticancer ou antitumorais (FAGHFOORI et al., 2015); melhoramento das
funcdes do figado (NUNO-LAMBARRI; CHAVEZ-TAPIA; URIBE, 2018); prevencio
de alteragcdes no sistema nervoso central (PRINCIPI; ESPOSITO, 2016); entre outros.

No mercado, a maior parte dos produtos probidticos encontrados sdo de base
lactea, no entanto, o nimero de individuos que nao consomem derivados do leite é
crescente, devido a intolerancia ou alergia aos lacteos, veganismo, dietas com restricao
de colesterol, entre outros motivos. Com isso, novas matrizes vém sendo exploradas,
como alternativa para incorporacdo de bactérias probidticas na dieta. Os vegetais
possuem naturalmente em sua composi¢ao prebidticos naturais, agtcares, antioxidantes
e vitaminas que os tornam um bom veiculo para o carreamento dessas bactérias e ndo
oferecem aos consumidores os inconvenientes relacionados aos produtos lacteos
(MARTINS et al., 2016; SHORI, 2016).

Lactobacillus plantarum é um micro-organismo probidtico que possui ampla
versatilidade, por apresentar um nimero relativamente elevado de fun¢des reguladoras e
de transporte, o que lhes admitem absorver rapidamente os solutos necessérios ao seu
metabolismo (SALMINEN; VON WRIGHT, 1993; SABO et al., 2014).

Portanto, este estudo objetivou desenvolver suco misto de manga e cenoura
processado termicamente e por API adicionado de L. plantarum e avaliar as
caracteristicas microbioldgicas e fisico-quimicas, bem como capacidade antioxidante,
contetdo de alfa e beta caroteno e atividade de polifenoloxidase (PPO) e peroxidase

(POD), além da aceitabilidade sensorial dos produtos obtidos.
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2. Material e métodos

2.1. Preparo das polpas e elaboracao do suco misto

2.1.1. Processamento das polpas de manga e cenoura

As mangas da variedade Ubd (Mangifera indica L.) e as cenouras (Daucus
carota L..) foram adquiridas no comércio da regido de Ub4d (Minas Gerais, Brasil).
Ambos os vegetais foram sanitizados em solu¢do de cloro orginico a 200 mg-L’
de cloro ativo, por um periodo de 15 minutos a 5 °C, e enxaguados por imersao em
solugdo clorada a 20 mg~L'1 de cloro ativo por 5 minutos. Apds a etapa de higienizacao,
as mangas foram despolpadas em despolpador mecanico (Tecnint, Pouso Alegre, Brasil)
para obtencdo da polpa e a cenoura foi triturada em liquidificador (Philips Walita Daily

RI2004) com adi¢do de dgua na propor¢ao de 1:1.

2.1.2. Elaboracao dos sucos mistos de manga e cenoura

Os sucos mistos foram preparados com 60% de polpa de vegetais, sendo 30% de
manga € 30% de cenoura. Portanto, para a elaboracdo de 100 mL de suco misto,
homogeneizou-se 30 mL de polpa de manga, 60 mL de polpa de cenoura (onde, 30 mL
eram cenoura e 30 mL eram 4gua, conforme descrito no item 2.1.1) e 10 mL de dgua

potavel.

2.2. Processamento do suco misto

2.2.1. Processamento por alta pressao isostatica

O suco misto de manga e cenoura foi embalado a vicuo em saco de pléstico
flexivel (LDPE-Nylon-LDPE, 16 pm de espessura - TecMaq, Sdo Paulo, Brasil) e
submetido a pressurizagdo por meio de um equipamento de alta pressao isostatica (QFP
21.-700, Avure Technologies Inc, EUA), cuja temperatura do bloco da camara foi fixada
em 25 °C. A temperatura inicial do suco foi ajustada para 8 °C considerando um
aumento de 3 °C a cada 100 MPa devido a compressdo adiabatica durante a
pressurizagdo. A taxa de pressurizagdo foi de 5,1 MPa/segundo e o produto foi mantido
a uma pressao de 500 MPa por um periodo de 5 minutos a 25 °C com despressurizacao

praticamente instantanea (<5 s).
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2.2.2. Tratamento térmico de pasteurizacio
O suco misto foi submetido a pasteurizacdo em tacho aberto a 90 °C/1 min

sendo em seguida resfriado a 10 °C com dgua gelada (FARAONI et al., 2013).

2.2.3. Preparo e adicao de L. plantarum aos sucos mistos

O preparo da cultura de L. plantarum e sua adi¢do ao suco misto foi realizado
conforme descrito por Moreira et al. (2017). Apdés o processamento por API e
pasteurizacdo, uma capsula de L. plantarum LP299V® (Jamieson™™ Natural Sources),
liofilizada e pronta para uso, contendo 10" células foi adicionada 2 100 mL de cada
formulacdo de suco misto, sendo a mistura homogeneizada manualmente e incubada a
37 °C por 24 h. Esse produto foi chamado de pré-in6culo (PI). No dia seguinte, 10 mL
de cada PI foram adicionados em 90 mL dos seus respectivos sucos. Além dos sucos
adicionados de probidtico processados por ambas tecnologias, amostras de sucos
processados por API e pasteurizadas sem a adi¢do do micro-organismo também foram
produzidas. Um tratamento controle, sem a aplicacdo de qualquer processo de
conservacao e sem adi¢ao de L. plantarum também foi elaborado.

Portanto, foram obtidos 5 tratamentos: 1- suco misto controle (suco misto nao
processado sem adicdo de L. plantarum - SC); 2- suco misto processado por API com
adicao de L. plantarum (API-P); 3- suco misto processado por API sem adicdo de L.
plantarum (API-SP); 4- suco misto pasteurizado com adi¢do de L. plantarum (Past-P); e
5- suco misto pasteurizado sem adicao de L. plantarum (Past-SP).

Ap6s a obtencdo de todos os sucos mistos, estes foram envasados em garrafas de
vidro estéreis de 100 mL com tampas metdlicas e armazenados a 8 °C por um periodo

de até 35 dias. O experimento foi realizado em 3 repeti¢des.

2.3. Determinacao das caracteristicas microbiolégicas

2.3.1. Viabilidade de L. plantarum em suco misto de manga e cenoura

A viabilidade de L. plantarum foi determinada em 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias de
processamento dos sucos mistos armazenados a 8 °C. O plaqueamento foi feito pela
técnica "pour plate” em meio de cultura Man-Rogosa-Sharpe (MRS) adicionado de
purpura de bromocresol e carbonato de cilcio (RICHTER; VEDAMUTHU, 2001). As

placas foram incubadas a 37 °C por até 72 horas em jarras de anaerobiose. As amostras
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ndo adicionadas de probidtico também foram submetidas as mesmas condi¢des de

ensaio.

2.3.2. Determinacao da qualidade microbioldégica

As andlises microbioldgicas de coliformes a 30 °C e a 45 °C foram realizadas
pela técnica do Nimero Mais Provdvel (NMP) de acordo com Kornacki; Johnson
(2001), utilizando-se caldo Lauril Sulfato Triptose para o teste presuntivo, Caldo Bile
Verde Brilhante para confirmar coliformes a 30 °C e Caldo EC para confirmar
coliformes que fermentam a 45 °C. O resultado foi expresso em NMP por mililitro de
suco ou polpa.

A contagem de micro-organismos psicrotroficos foi determinada segundo
Cousin; Jay; Vasavada (2001) utilizando-se Agar Padrdo para Contagem (PCA) com
incubagdo a 7 °C por 10 dias. Para a contagem das coldnias de psicrotréficos, foram
selecionadas as placas contendo de 25 a 250 col6nias e os resultados foram expressos
em nimero de UFC (unidades formadoras de colonias) por mililitros do produto.

As amostras dos sucos misto de manga e cenoura ndo tratados, tratados por
pasteurizacdo ou por API, adicionados ou ndo de L. plantarum foram analisadas nos
dias 0 e 35 de armazenamento a 8 °C, a fim de avaliar as condi¢des microbioldgicas do
produto no inicio e no fim da sua vida de prateleira. As polpas de manga e cenoura

foram avaliadas logo apds sua obtengao.

2.4. Avaliacao das caracteristicas quimicas e fisicas das polpas e dos sucos

Os sucos mistos de manga e cenoura dos diferentes tratamentos: SC, API-P,
API-SP, Past-P e Past-SP foram analisados nos tempos 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias de
armazenamento do produto a 8 °C.

As polpas de manga e cenoura também foram caracterizadas no tempo 0 de

armazenamento.

2.4.1. Analises de pH, acidez e sélidos solaveis totais

As andlises de pH, acidez total tituldvel e sélidos soldveis totais foram realizadas
conforme metodologia da AOAC (2000). Foram pesados 10 g de amostra e adicionados
em 100 mL de 4gua destilada. O pH foi determinado por leitura direta em

potencidometro (MS Tecnopon mPA-210). Para determinar a acidez, em percentual de
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4cido citrico, o suco foi titulado com uma soluc¢do padrdo 0,1 mol-L" de NaOH até que
se alcancou um pH final de 8,2-8,4 (ponto final da titulacao).

A determinacdo do teor de sélidos soluveis totais (SST) foi realizada diretamente
em refratdometro de bancada modelo ABBE (WYA-2S), a 25 °C, sendo os resultados

expressos em °Brix.

2.5. Determinacao da capacidade antioxidante

2.5.1. Preparacao do extrato

Foram misturados 20 mL de suco misto com 80 mL de metanol e, em seguida, o
homogenato foi sonicado durante 15 min e centrifugado a 12.000 g a 4 °C por 15 min.
Este procedimento foi repetido duas vezes para assegurar a maxima extracao (LIU et al.,

2014).

2.5.2. Atividade sequestrante do radical livre DPPH

A atividade sequestraste do radical DPPH' foi determinada segundo metodologia
adaptada de Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995). Inicialmente, preparou-se a
solu¢io de DPPH 6x10™ M (solucdo padrdo) e, em seguida, procedeu-se a dilui¢do dos
extratos em metanol para que ficassem dentro da faixa da curva padrdo. A diluicdo
estabelecida foi 1:10. Para a reacdo, 0,1 mL de cada extrato diluido foi homogeneizado
com 2,9 mL da solu¢do de DPPH e deixados reagir por 90 minutos (tempo determinado
por meio de ensaios preliminares) a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Logo
apos, as leituras das absorvancias foram realizadas em espectrofotometro (Modelo UV
1800, Shimadzu, Sdo Paulo, Brasil) a 515 nm, utilizando metanol como branco. Os

resultados foram expressos em mM de Trolox equivalente/mL do produto.

2.5.3. Atividade antioxidante pelo método do ABTS™

A determinagio da capacidade antioxidante por meio do método ABTS" foi
conduzida segundo Re et al. (1999), com modificacdes. Inicialmente, o radical ABTS™
foi formado através da reacdo de 5 mL de persulfato de potassio 2,45 nM com 5 mL de
solucdo de ABTS 7 mM e armazenado no escuro por 16 horas a temperatura ambiente.
O radical formado foi diluido em etanol até obter uma absorbancia de 0,700 + 0,020 no
comprimento de onda 734 nm. O extrato foi devidamente diluido (1:50) e, uma aliquota

de 500 puL do diluido, foi transferida para tubos de ensaio juntamente com 3,5 mL do
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radical ABTS™". As absorbancias foram lidas a 734 nm, ap6s 90 minutos da reagao,
utilizando etanol como branco. Trolox nas concentragdes de 100 a 2000 uM foi
utilizado como padrdo. Os resultados foram expressos em mM de Trolox equivalente

por mililitro de produto.

2.6. Extracao e determinacao de a-caroteno e f}-caroteno

Os carotenoides foram extraidos segundo metodologia descrita por Rodriguez-
Amaya et al. (1976), com modificagdes. Cerca de 1 g de amostra foi pesada e
adicionada de 60 mL de acetona resfriada (dividida em trés volumes de 20 mL),
homogeneizada em microtriturador por, aproximadamente, 5 minutos apds cada adigao,
e filtrada a vacuo em funil de Biichner utilizando-se papel de filtro. Em seguida, o
filtrado foi transferido, em trés fracdes, para um funil de separagdo contendo 50 mL de
éter de petrdleo resfriado, sendo cada fracdo lavada com &dgua destilada para retirada
total da acetona. Foi acrescentado sulfato de sédio anidro ao extrato em éter de petréleo
para retirar qualquer residuo de 4gua que, porventura, tenha restado e que pudesse
prejudicar a evaporagdo do material. Posteriormente, o extrato dissolvido no éter foi
concentrado utilizando evaporador rotativo (JIKA®, Modelo RV 10 BASIC) a
temperatura de 35 + 1°C. Esse extrato foi transferido para um baldo volumétrico de
25 mL e o volume foi completado com éter de petrdleo.

Para andlise, aliquotas de 10 mL do extrato foram evaporadas sob fluxo de
nitrogénio gas, sendo o residuo seco redissolvido em 2 mL de acetona. Os extratos
foram filtrados em unidades filtrantes com porosidade de 0,45 pum, sendo injetados
50 pL no cromatografo.

A determinacdo do teor de o-caroteno e [-caroteno foi realizada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (Shimadzu Co., Ltd., Japdo), sendo
utilizadas as condi¢des cromatograficas descritas por Pinheiro-Sant'Ana et al. (1998), as
quais incluem: sistema CLAE com detector de arranjo de diodos (DAD) e coluna
cromatografica RP-18 Phenomenex Gemini (250 x 4,6 mm, 5 um), munida de coluna de
guarda Phenomenex ODS (C18) (4 mm x 3 mm). A fase mével foi composta de
matanol: acetato de etila: acetonitrila (80:10:10, v/v/v) com fluxo de 1,7 mLmin"! e
tempo de corrida de 15 minutos. Os cromatogramas foram obtidos a 450 nm. A
identificagdo de a-caroteno e B-caroteno nas amostras foi realizada comparando-se os
tempos de retencdo obtidos para os respectivos padrdes e para as amostras analisadas

sob as mesmas condi¢des. Além disso, foram comparados os espectros de absor¢ao do
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padrao e do pico de interesse nas amostras, utilizando-se o detector de arranjo de
diodos. As determinagdes foram realizadas em duplicata.

As curvas de calibracdo dos padrdes foram feitas diluindo os padrdes de Stock
em alcool isopropilico para se obter 0,05-5 mg~L'1 (0-caroteno) e 1-20 mg'L™! (B-
caroteno). As dilui¢des foram filtradas, antes da injecdo no sistema CLAE, em unidades
filtrantes de polietileno com porosidade de 0,45 pm.

O contetdo de a-caroteno e B-caroteno relativo foi calculado considerando como
100% o teor desses carotenoides das amostras do suco misto antes dos processos de

pasteurizacdo e API sem a presenca do probidtico, ou seja, do suco controle.

2.7. Determinacao da atividade de polifenoloxidase (PPO) e de peroxidase (POD)

Para extracdo das enzimas adotou-se metodologia de Cano; Hernandez; De
Ancos (1997) em que foram misturados 10 g de amostra e 0,5 % de
polivinilpolipirrolidona (PVPP). Em seguida, foram adicionados 50 mL de tampao
fosfato 0,1 M (pH 6,5) e homogeneizados em misturador de elevada tensdo de corte
(Ultra-TURRAX®, modelo T-25D, IKA®, Alemanha) a 16.000 rpm durante 2 min. A
amostra homogeneizada foi centrifugada a 15.300 g por 15 minutos a 4 °C (Beckman
Coulter®, Brea, CA, EUA) e o sobrenadante, contendo as enzimas PPO e POD (extrato
bruto) foi utilizado para determinar a atividade das enzimas.

A atividade de PPO foi medida de acordo com o método descrito por Tribst et al.
(2016) com modificacOes. A solu¢do de enzima foi preparada utilizando 0,5 mL do
extrato bruto diluido em 2 mL de tampao fosfato 0,1 M (pH 6,5). Posteriormente, uma
aliquota de 300 puL foi misturada com 3 mL de catecol 0,2 M em tampao fosfato 0,1 M
(pH 6,5) para iniciar a reagdo. A velocidade inicial de forma¢do de quinona foi
monitorizada pelo aumento na absorbancia a 420nm a 25 °C usando um
espectrofotometro DU 800 de UV-Visivel (Beckman Coulter®, Brea, CA, EUA),
durante 1 minuto.

A atividade de POD também foi medida de acordo com o método descrito
por Tribst et al. (2016) com modificacdes. Para isso, 200 uL do extrato diluido
conforme descrito anteriormente, foram adicionados em 3 mL de guaiacol e 0,2 mL de
solugdo de peréxido de hidrogénio a 0,05%. A absorbancia foi medida a 485 nm a 25 °C
(800 DU espectrofotometro de UV-Visivel - Beckman Coulter® Brea, CA, EUA),

durante 1 minuto.
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A atividade enzimadtica foi calculada com base no declive da porcao linear da
curva de Aaspara PPO e Aasgs para POD registrada em funcdo do tempo (até
I min). Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi expressa como a quantidade de
enzima que provocou um aumento na absorbancia de 0,001 por minuto sob condicdes

de ensaio, de acordo com a equacao 1:

U= IRxf 1
~ 0,001

Em que:
IR: inclinagdo da reta

f: fator diluicao

A atividade enzimatica relativa (AER) foi calculada considerando como 100% a
atividade das amostras do suco misto antes dos processos de pasteurizacao e API sem a

presenca do probidtico, ou seja, do suco controle, de acordo com a equagao 2:

AER = AE, 100 2
T AE, "

Em que:
AE;: atividade enzimdtica apds o processo

AE;: atividade enzimética antes do processo

2.8. Analise sensorial

A aceitabilidade sensorial das amostras de suco misto de maga e cenoura
submetidas aos processos de API e pasteurizagdo e adicionadas ou ndo de L. plantarum
foi realizada logo apds o processamento, por 53 provadores ndo treinados, em cabines
individuais e sob luz branca, usando escala hedonica estruturada de nove pontos,
variando de “desgostei extremamente” (1) a “gostei extremamente” (9) para os atributos
cor, aroma, sabor e impressdo global (Minim, 2013).

A avaliagdo sensorial foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal de Vicosa (Protocolo 2.020.120).

61



2.9. Analise Estatistica

Os sucos processados por API e pasteurizados com e sem adigdo de L.
plantarum foram elaborados em trés repeti¢cdes e submetidos a anélises, em triplicata,
nos tempos 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias de armazenamento.

Foi utilizado Delineamento Inteiramente Casualizado em parcelas subdivididas,
tendo nas parcelas os tratamentos e nas subparcelas o tempo de armazenamento. Os
resultados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e o teste de
Tukey foi utilizado para determinar as diferencas entre os tratamentos ao nivel de 5 %
de probabilidade. As andlises estatisticas foram realizadas usando o software estatistico

STATISTICA 7,0 (StatiSoft, Inc., Tulsa, Okla., EUA).

3. Resultados e Discussao

3.1. Caracterizacao fisico-quimica e qualidade microbioldgica das polpas de manga

€ cenoura

As polpas de manga e cenoura sem nenhum tipo de tratamento foram
caracterizadas e os resultados estdo apresentados na Tabela 1.

A cenoura possui maior pH e menor acidez em comparacdo a manga. Essa
caracteristica impactou diretamente na formulac¢do do suco o qual apresenrou pH acima
de 4,5, favorecendo, desta forma, a manutencdo da viabilidade de L. plantarum
adicionado ao produto. Por outro lado, favorece também o desenvolvimento de outros

micro-organismos deterioradores e patogénicos, dai a importincia de adotar um

tratamento de conservacao que assegure a inocuidade do produto para os consumidores.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas das polpas de manga e

cenoura
Caracteristicas fisico-quimicas
pH Acidez SST (°Brix)
Manga 4,16 0,56 21,2
Cenoura 7,32 0,08 2,3
Avaliacido microbioldgica
NMP/mL de coliformes Psicrotréficos ~ Bactérias laticas
Coliformes a 30 °C Coliformes a45°C  (log UFC-mL™")  (log UFC'mL")
Manga 3,6 14 3,7 <1,0
Cenoura <3,0 6,8 4,1 <1,0
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As polpas apresentaram baixas contagens de micro-organismos contaminantes
(Tabela 1), evidenciando que as boas praticas de fabricacdo foram seguidas no processo
de obtencao dessas polpas, uma vez que as mesmas ndo passaram por nenhum processo
de conservagdo. Além disso, verificou-se que as polpas apresentaram contagens <1,0
log UFC-mL" de bactérias l4ticas, portanto, os resultados encontrados para esse grupo de
bactérias no suco (Figura 1) se deve exclusivamente a L. plantarum adicionado.

Em relacdo aos carotenoides, a polpa de manga apresentou 2,15 mg de B-
caroteno-100 g'1 e nao foi detectado a-caroteno. A polpa de cenoura apresentou 45,58
mg-100 g'1 e 1,04 mg-100 g'1 de a e B-caroteno, respectivamente. O principal beneficio
associado aos carotenoides € o seu potencial antioxidante (FIEDOR; BURDA, 2014) e
funcdo pré-vitamina A (GURMU; HUSSEIN; LAING, 2014). Além disso, ha
evidéncias de que esses compostos tém efeitos benéficos sobre a saude ocular e
cardiovascular, fun¢do cognitiva e podem ajudar a reduzir o risco de alguns tipos de
cancer (EGGERSDORFER; WYSS, 2018).

A polpa de manga apresentou maior capacidade antioxidante (63,03 mM, pelo

método ABTS) em comparac@o com a cenoura (4,28 mM, pelo método ABTS).

3.2. Determinacio das caracteristicas microbioldgicas dos sucos

3.2.1. Viabilidade de L. plantarum em suco misto de manga e cenoura

A viabilidade de L. plantarum no pré-indculo foi de 8,9 log UFC-mL™" de suco
apo6s 24 horas de fermentacdo a 37 °C e a contagem do probiético ao longo do periodo
de estocagem a 8 °C estd apresentada na Figura 1. Observou-se que os métodos de
conservacdo aplicados ao suco misto (API e pasteurizacdo) ndo influenciaram na
sobrevivéncia do micro-organismo (p>0,05) que apresentou contagens médias de
8,2 log UFC:mL"" no tempo zero e 9,0 log UFC'mL™" apés 35 dias de armazenamento a
8 °C (p<0,05).

Para que os micro-organismos probidticos exercam efeitos benéficos ao
hospedeiro, eles precisam resistir ao trato gastrointestinal e chegarem ao intestino em
nimero suficiente (RANADHEERA et al., 2017). Alguns autores recomendam doses
didrias de 10°-10" UFC por grama ou mililitro de células vidveis do produto
(MADUREIRA et al., 2011; MARTINS et al., 2016), enquanto outros recomendam
uma quantidade maior, cerca de 10°-10'"° UFC de células vidveis por grama ou mililitro

(NAIDU; ADAM; GOVENDER, 2012). Desta forma, os sucos mistos de manga e
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cenoura processados por API e pasteurizados podem ser considerados veiculos
promissores para o carreamento de L. plantarum, uma vez que apresentaram contagens
superiores a 10® UFC'mL™" de células vidveis no inicio e final da vida de prateleira do
produto. Com isso, o consumo didrio de 100 mL do suco misto € suficiente para que
10" células probidticas vidveis sejam ingeridas, podendo, portanto, alcancar os

beneficios a saide conferidos por esse micro-organismo.

10,00 A

Ba Ba Ba

9,50

Ba g, Ba g, Ba

9,00
8,50
8,00

7,50

Viabilidade (Log UFC-mL1)

7,00
0 7 14 21 28 35
Tempo (dias)

B Suco misto API B Suco misto pasteurizado

Figura 1. Avaliacdo da viabilidade de L. plantarum em suco misto processado por alta
pressdo (suco misto API) e por pasteurizacdo (suco misto pasteurizado). Letras
mindsculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras no
mesmo tempo e letras maitsculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) ao

longo do tempo para cada amostra.

Muitos estudos vém sendo realizados mostrando que as matrizes vegetais
possuem caracteristicas desejdveis para o desenvolvimento e manuten¢do da viabilidade
de micro-organismos probidticos, como exemplo, salada de frutas minimamente
processada (MARTINS et al., 2016), meldao minimamente processado (OLIVEIRA et
al., 2017), suco misto de jucara e manga (MOREIRA et al., 2017), bebida a base de soja
(BATTISTINE et al., 2018) e de extrato de arroz (SAVEDBOWORN et al., 2017),
entre outros, os quais corroboram com os resultados encontrados nesse estudo. De
acordo com Martins et al. (2016), os vegetais apresentam potencial para atuarem como
veiculo de probidticos com uma elevada viabilidade celular em fungdo das

caracteristicas intrinsecas dos vegetais, como a presenca de fibras, vitaminas,
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carboidratos, sais minerais e agentes antioxidantes, que podem ser usados como

substratos por essas bactérias.

3.1.2. Qualidade microbiolégica

A resolucdo n° 12 de 02 de Janeiro de 2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria (ANVISA) do Ministério da Satde estabelece como padrao, o mdximo de 10
NMP/mL de coliformes a 45 °C por mililitro do produto (BRASIL, 2001). Com base na
legislacdo, os sucos mistos obtidos por API e pasteurizados mantiveram suas
caracteristicas microbioldgicas preservadas ao longo do periodo de estocagem (Tabela
2), evidenciando que as condi¢des de processo aplicadas foram suficientes para garantir
a inocuidade do produto em relacdo aos micro-organismos do grupo coliformes. Por
outro lado, houve um aumento na contagem de micro-organismos psicrotréficos nos
sucos pasteurizados apds 35 dias de estocagem a 8 °C, enquanto que, para 0s sucos
processados por API, esse aumento ndo foi verificado (Tabela 2). Esse resultado sugere
que a API possui maior eficiéncia na manutencdo da qualidade microbiolégica do
produto por um maior periodo de tempo. O suco controle apresentou contagens de
coliformes a 30 e a 45 °C e micro-organismos psicrotroficos superiores aos sSucos
submetidos aos processos de conservagdo e, no dia 35 de armazenamento, esse suco ja

ndo atendia a legislacdo.

Tabela 2. Niumero Mais Provavel de coliformes a 30 e a 45 °C e contagem de micro-
organismos psicrotréficos em suco misto de manga e cenoura tratado por API e

pasteurizado com e sem adi¢do de L. plantarum

Coliformes a 30 °C (NNM-mL™")

API Pasteurizado
Tempo (dias)  Controle Com probidtico  Sem probidtico  Com probiético Sem probidtico
0 12,3 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
35 112,5 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
Coliformes a 45 °C (NNM-mL'l)
API Pasteurizado
Tempo (dias)  Controle Com probidtico  Sem probidtico  Com probidtico  Sem probidtico
0 3,3 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
35 19 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
Psicrotréficos (Log UFC-mL™)
API Pasteurizado
Tempo (dias)  Controle Com probidtico  Sem probidtico  Com probiético Sem probidtico
0 43 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
35 7,54 <1,0 <1,0 5,02 5,57
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Zhao et al. (2014) observaram reducdo nas contagens de micro-organismos
mesofilos aerébios em suco de maga tratado termicamente (110 °C/8,6 s) e por API
(550 MPa/6 min/25 °C) quando comparados ao controle (sem tratamento). No entanto, a
contagem aumentou aproximadamente 1 ciclo log apds 60 dias de armazenamento a
4 °C. Os autores acreditam que o aumento da contagem desses micro-organismos em
suco de maca fresco pode ter sido causado pela multiplicacdo de células sobreviventes e
pela recuperacdo de células lesadas durante o processamento.

Zhang et al. (2016) verificaram resultados semelhantes para suco de cenoura
pasteurizados a 110 °C/8,6 s e submetidos a pressurizacdo a 550 MPa/6 min/25 °C.
Apo6s 20 dias de armazenamento dos sucos a 4 °C, os autores verificaram aumento na
contagem total de micro-organismos nos sucos submetidos ao tratamento de
pasteurizacdo. Li et al. (2010) descobriram que bactérias danificadas na pasteurizacao
ou pressurizacdo podem recuperar sua viabilidade durante o armazenamento

dependendo do dano que sofreram e da matriz alimentar que se encontram.

3.3. Avaliacao das caracteristicas quimicas e fisicas dos sucos

3.3.1. pH, acidez e sélidos solaveis totais

No tempo 0 de armazenamento do produto, ndo foi observada diferenca entre os
tratamentos, inclusive o controle, para os pardmetros de pH e acidez (p>0,05) (Figura
2A e 2B). Ao longo do periodo de armazenamento a 8 °C, houve uma diminui¢ao do pH
e aumento da acidez para os sucos adicionados de probiético(p<0,05) (Figura 2A e 2B),
essas alteracdes também foram observadas no suco controle (p<0,05), reflexo da
presenca de micro-organismos contaminantes.

As alteracdes nesses parametros fisico-quimicos (pH e acidez) nos sucos
adicionados de L. plantarum se deve a presenca do probidtico, sugerindo que esse
micro-organismo mantém seu metabolismo mesmo sob condi¢des de refrigeracio,
evidenciando a capacidade que as matrizes vegetais possuem em manter a viabilidade
de micro-organismos probidticos. Além disso, esses resultados mostram a eficiéncia dos
métodos de conservacdo aplicados, uma vez que a APl e a pasteurizacdo
proporcionaram a manutengdo das caracteristicas de pH e acidez do produto por 35 dias

de armazenamento a 8 °C (Figura 2).
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De acordo com Rodrigues et al. (2012), culturas probidticas podem metabolizar
os aclicares simples presentes no suco, resultando na produgdo de pequenas quantidades
de 4cidos organicos. Além disso, segundo Chim; Zambiazi; Rodrigues (2013), reacdes
envolvidas na decomposi¢cdo do produto, como hidrélise, oxida¢do e fermentagdo,
geram compostos dcidos que, por consequéncia, aumentam a acidez e diminuem o pH

do meio.
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Figura 2. Avaliacio do pH (A) e acidez (B) do suco misto. Letras mindsculas diferentes
indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras no mesmo tempo e letras
maiusculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) ao longo do tempo para

cada amostra.

Moreira et al. (2017) elaboraram suco misto de jucara e manga Ubd processados
termicamente e por API adicionados de L. rhamnosus GG e verificaram que 0s sucos
que continham o probidtico em sua formulagdo tiveram decréscimo de pH e aumento da
acidez apds 30 dias de estocagem a 4 °C. De acordo com os autores, estas diferencas

podem estar relacionadas a acdo fermentativa do micro-organismo probidtico no pré-
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inoculo, uma vez que 10 mL deste, que foi inoculado com 10'° células de L. rhamnosus
GG e incubado a 37 °C por 24 h, foram adicionados em 90 mL de suco recém-
processado.

Resultados semelhantes para esses pardmetros também foram encontrados por
Nematollahi et al. (2016), ao estudar suco de cereja cornalina, com pH ajustado para
3,5, contendo L. casei T4 no periodo de 28 dias de armazenamento a 4 °C e por
Pimentel et al. (2015), que estudaram suco de macgd clarificado adicionado de
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei por 28 dias de estocagem a 4 °C.

O teor de sélidos soltiveis totais dos sucos mistos ndo foi afetado pelos métodos
de conservacdo e pela adicdo de L. plantarum, apresentando média, tanto no inicio

como no final da vida de prateleira, de 7,6 °Brix (p>0,05) (Figura 3).
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Figura 3. Contetdo de sélidos soltveis totais de suco misto de manga e cenoura. Letras
minusculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras no
mesmo tempo e letras maitsculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) ao

longo do tempo para cada amostra.

Segundo Chim; Zambiazi; Rodrigues (2013), os soélidos soldveis sao
constituidos na sua maioria por agudcares, os quais sdo utilizados pelos micro-
organismos como fonte de energia para o crescimento. No entanto, esse consumo nao
promoveu uma reducdo significativa do teor de SST, que se manteve constante nas
amostras de sucos mistos durante a estocagem. Outra possibilidade, para a manuten¢do
do teor de SST se deve pela atuacdo de L. plantarum sobre os aclcares insoliveis

presentes, promovendo um balanceamento ao longo da estocagem.
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3.4. Capacidade antioxidante dos sucos

Nesse estudo, foram utilizados dois métodos para avaliar a capacidade
antioxidante dos sucos mistos, por meio da capacidade de eliminacdo do radical DPPH
e da atividade sequestrante do radical ABTS. De acordo com Liu et al. (2016), as
propriedades antioxidantes dos vegetais sdo influenciadas por vdrios fatores, como a
composi¢do dos componentes bioativos presentes no produto e a condi¢do dos sistemas
de teste, por isso, ndo podem ser totalmente avaliados com um unico método de
determinacao de capacidade antioxidante.

Como observado nos resultados apresentados nas Figuras 4A e 4B, a presenca
do micro-organismo probidtico ndo afetou a capacidade antioxidante do suco misto. O
processamento por API ndo influenciou a capacidade antioxidante determinada pelos
métodos DPPH e ABTS do suco misto (p>0,05), em relacdo ao suco controle, por outro
lado, os sucos que passaram pelo processo de pasteurizacao tiveram um decréscimo na
capacidade antioxidante avaliada por ambos os métodos, quando comparados aos sucos
controle (p<0,05) (Figura 4A e 4B). Portanto, os sucos processados por API
apresentaram maior capacidade de eliminar radicais livres comparados aos sucos
pasteurizados. Além disso, o tempo de armazenamento a 8 °C ndo influenciou na

capacidade antioxidante dos sucos mistos (p>0,05) (Figura 4A e 4B).
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Figura 4. Avaliacdo da capacidade antioxidante de suco misto de manga e cenoura
processado por API e pasteurizado com ou sem adi¢do de L. plantarum. (A) Capacidade
antioxidante por DPPH e (B) Capacidade antioxidante por ABTS. Letras minusculas
diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras no mesmo tempo e
letras maidsculas diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) ao longo do tempo

para cada amostra.
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Independente do método de determinacdo, os resultados para capacidade
antioxidante dos vegetais variaram com base nas caracteristicas da matriz alimentar, nos
tipos de tratamentos de conservagdo aplicados, nas condi¢des de processamento, entre
outros. Desta forma, é importante verificar o efeito de cada tecnologia sobre cada matriz
alimentar para que se escolha o melhor método de conservacdo baseado nas
caracteristicas do produto.

As ligagdes covalentes, as quais estdo presentes em compostos volditeis,
vitaminas e compostos antioxidantes como antocianinas e carotenoides, possuem um
comprimento da ligacdo resistente a compressdo, ou seja, sdo moléculas pequenas,
portanto, esses compostos sdo minimamente afetados pela pressurizacdo que ocorre no
processo de alta pressio (BALASUBRAMANIAN; MARTINEZ-MONTEAGUDO;
GUPTA, 2015). Por outro lado, o uso de temperaturas elevadas pode levar a perdas de
compostos nutricionais e propriedades antioxidantes (OMS-OLIU et al., 2012), o que
justifica a reducdo da capacidade antioxidante dos sucos mistos pasteurizados. Esses
resultados corroboram com aqueles encontrados para o teor de alfa e beta caroteno,

onde os sucos pasteurizados tiveram maior perda desses compostos (Figura 5).

3.5. Determinacao de a-caroteno e f3-caroteno

Os carotenoides sao pigmentos insoliveis em dgua e amplamente reconhecidos
por sua capacidade bioativa, como por exemplo, a funcio pro vitamina A do B-caroteno.
Sdo responsdveis pelas cores amarelo-vermelho nas flores, frutas, vegetais, micro-
organismos e também alguns animais e produtos de origem animal, como salmdo e
gema de ovo (RODRIGUES; MERCADANTE; MARIUTTI, 2018).

O processamento de alimentos geralmente leva a degradacdo de carotenoides por
oxidacdo e isomerizagdo. O aumento da temperatura e do tempo de processamento, bem
como a grande quantidade de concentragdo de oxigénio, levam a extensa degradacdo
dos carotenoides (NGAMWONGLUMLERT; DEVAHASTIN, 2018). Fratianni;
Cinquanta; Panfili (2010), por exemplo, avaliaram o efeito da temperatura na
degradacao de carotenoides no suco de laranja e observaram que o uso de temperatura
mais elevada (85 °C/1 min) resultou na perda de 57 % de a-caroteno e de 66 % de B-
caroteno.

No presente estudo, o teor de a-caroteno e [B-caroteno encontrado no suco

controle no dia 0 de armazenamento foi, respectivamente, 20,05 + 1,92 mg-100 mg‘1 e
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2,03 + 0,15 mg-100 mg™. Verificou-se que a presenca de L. plantarum nio afetou o teor
de a-caroteno e B-caroteno dos sucos mistos processados por API e pasteurizados tanto
apo6s a fabricacdo como apds 35 dias de armazenamento a 8 °C (p>0,05) (Figura 5A e
5B). Por outro lado, constatou-se diferenca do teor de carotenoides entre os métodos de
conservagao (p<0,05), sendo que a pasteurizagdo provocou uma redu¢do média de 30%
no contetdo total de a-caroteno e B-caroteno. Esses resultados estdo de acordo com os
relatados por Sdnchez; Barana; Maraiién (2014), que ndo observaram perdas de
carotenoides em cenoura, tomate e pimentdo vermelho submetidos a pressido de 625
MPa por 5 minutos a 20 °C. Chen et al. (2015) também observaram que o
processamento por API (550 MPa/5 min/20 °C) conservou melhor os carotenoides € a

capacidade antioxidante de bebida de mamao quando comparado a pasteurizagio (110

°C/8,6 s).
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Figura 5. Avaliacdo do teor relativo de a-caroteno (A) e B-caroteno (B) de suco misto
de manga e cenoura processado por API e pasteurizado com ou sem adi¢do de L.
plantarum. Letras mindsculas diferentes indicam diferencga significativa (p<0,05) entre
as amostras no mesmo tempo e letras maidsculas diferentes indicam diferenca

significativa (p<0,05) ao longo do tempo para cada amostra.

3.6. Determinacao da atividade de polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD)

Enzimas como polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) t€m um impacto
considerdvel nas caracteristicas de cor, viscosidade e sabor de frutas, vegetais e seus
produtos processados (TEIXEIRA et al., 2013; TEREFE; BUCKOW; VERSTEEG,

2014). No presente estudo, verificou-se que a pasteurizacio causou redugdo na atividade
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das enzimas PPO e POD (p<0,05) (Figuras 6A e 6B). Por outro lado, apesar da reducdo
na atividade de PPO promovida pela API, observou-se que a atividade de POD foi
aumentada em cerca de 30 % quando os sucos foram processados por API (p<0,05)

(Figura 6B).
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Figura 6. Atividade relativa de polifenoloxidase (PPO) (A) e peroxidase (POD) (B) de
suco misto de manga e cenoura processado por API e pasteurizado com ou sem L.
plantarum. Letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre
as amostras no mesmo tempo e letras maidsculas diferentes indicam diferenca

significativa (p<0,05) ao longo do tempo para cada amostra.

Segundo Yi et al. (2017), a API pode aumentar a capacidade de extracdo ou
ainda causar modificacdes na estrutura secunddria e tercidria das enzimas. Estas
alteracoes conformacionais podem aumentar ou diminuir a atividade enzimatica,
alterando sua especificidade ao substrato e modificando sua funcionalidade (KNORR et
al.,, 2011; TEREFE; BUCKOW; VERSTEEG, 2014), o que explica o resultado do
presente estudo.

Huang et al. (2013) observaram ativagao de PPO e POD em néctar de damasco
apos pressurizagao a 300, 400 e 500 MPa por 5-20 minutos a 34-40 °C, sendo que o
maior aumento da atividade de POD foi observado a 500 MPa/5 min/40 °C, ja para a
PPO, essas condi¢des foram as que causaram o menor aumento. Em comparacdo com a
API, a pasteurizagdo (110 °C/8,6 s) induziu a inativa¢do completa de PPO e POD em
néctar de damasco (HUANG et al., 2013).
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De acordo com Aaby et al. (2018), a estrutura da enzima que foi modificada pela
pressurizacdo pode regenerar € a atividade de PPO aumentar ao longo do tempo. No
entanto, isso nao foi verificado no presente estudo, uma vez que ndo houve variacdo da
atividade enzimdtica apds 35 dias de armazenamento (p>0,05), provavelmente as
alteracdes promovidas pelos diferentes processos na estrutura das enzimas se tornaram

irreversiveis.

3.7. Analise Sensorial

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados da avaliagao sensorial dos sucos
mistos potencialmente probidticos ou ndo, processados por API e pasteurizados.
Verificou-se que o método de conservacdo aplicado e a adi¢do de L. plantarum nao
influenciaram no atributo cor dos sucos mistos (p>0,05) (Tabela 3). Em contrapartida,
para os atributos aroma e sabor, houve uma maior aceitacdo dos sucos mistos que foram
processados por API independente da presenca do probidtico e, para o sabor, o suco
misto pasteurizado sem adi¢do de L. plantarum n@o se diferiu do suco pressurizado com
a adicdo de L. plantarum (p>0,05). Para a impressdo global, verificou-se que os sucos
processados por API obtiveram a maior aceitacio pelos consumidores (p<0,05), sendo o
suco misto pressurizado sem a adicdo do probidtico o que apresentou a maior média

(p<0,05).

Tabela 3. Aceitacdo sensorial de suco misto probidtico processado por API e

pasteurizado
Atributos
Amostra Cor Aroma Sabor Impressao Global
API com L. plantarum 8,2+0,6a 76+05a 7,2+0,7ab 75+0,5b
API sem L. plantarum 8,2+0,6a 8,0+x0,5a 79+06a 8,004 a
Pasteurizado com L. plantarum | 8,1+£0,7a 6,3+0,8b 6,1+0,7c¢c 6,4+0,6c
Pasteurizado sem L. plantarum | 82+0,7a 69+08b 6,7+0,7bc 6,6+0,7c¢

Letras minudsculas iguais na coluna ndo se diferem estatisticamente ao nivel de 5 % de

probabilidade pelo teste de Tukey.

Moreita et al. (2017) encontraram resultados diferentes dos observados nesse
estudo. Segundo os autores, os consumidores ndo detectaram diferenga nos sucos
adicionados de probidtico para os ndo adicionados para os atributos de cor, aroma,
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sabor, acidez e impressao global. No entanto, similarmente constatado neste estudo,
estes autores verificaram uma maior aceita¢do para os sucos processados por API.
Zhang et al. (2016) verificaram que suco de cenoura processado por API
(500 MPa/6 min) apresentaram melhores notas em relagdo aos atributos aroma, sabor e
aceitacdo global quando comparado com suco de cenoura pasteurizado (110 °C/8,6 s).
Segundo Farkas; Hoover (2000), as altas pressdes aplicadas na conservacdao dos
alimentos pode ajudar a manter os compostos de aroma e sabor que sao responsaveis

pela qualidade sensorial dos alimentos.

4. Conclusao

A aplicag@o de API e pasteurizacdo foram eficientes na manutengdo da vida de
prateleira de suco misto de manga e cenoura podendo ser aplicados industrialmente para
conservacdo desse produto. No entanto, o processamento por API mostrou-se melhor
que a pasteurizacdo, uma vez que manteve as caracteristicas sensoriais e nutricionais
dos sucos.

Os métodos de conservacdo adotados nao influenciaram a viabilidade de L.
plantarum adicionado aos sucos, que apresentou altas contagens durante o
armazenamento refrigerado, podendo ser considerado um alimento potencialmente
probidtico.

A pasteurizacdo provocou redugdo do teor de carotenoides € promoveu maior
inativagdo das enzimas PPO e POD dos sucos.

Os sucos que foram produzidos por API tiveram maior aceitagdo sensorial do
que os sucos pasteurizados. Desta forma, a API pode ser usada para produgdo de suco
misto de manga e cenoura fornecendo um produto com boa qualidade nutricional e
sensorial. A matriz testada se mostrou eficiente para a manutencio da viabilidade de L.
plantarum, podendo ser uma alternativa para individuos que ndo consomem derivados

lacteos.
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CONCLUSAO GERAL

Suco misto de manga e cenoura é uma Otima matriz para o carreamento de
bactérias probidticas, principalmente o suco com maior propor¢do de fibras em sua
composi¢ao. Os resultados mostraram que a composicao do meio influencia diretamente
na viabilidade dos probidticos e, dentre os micro-organismos estudados, L. plantarum é
0o que apresentou maior capacidade de adaptacdo as diferentes formulagdes,
apresentando altas contagens e boa resisténcia as condi¢des gastrointestinais simuladas
in vitro.

A aplicacdo da pasteurizagao ou API nos sucos ndo afeta a viabilidade de L.
plantarum, que manteve contagens acima de 8 log UFC/mL, mesmo apds o
armazenamento refrigerado.

O processamento por APl mostrou-se melhor que a pasteurizagdo na
manuten¢do das caracteristicas nutricionais e sensoriais dos sucos. Em contrapartida, a
pasteurizacdo promoveu maior inativa¢ao de enzimas indesejdveis ao produto.

Suco misto de manga e cenoura pasteurizado ou processado por API adicionado
de L. plantarum € um novo produto, com potencial efeito probidtico, que pode ser uma
alternativa para a populacdo que nao consome derivados lacteos, seja por questdes de

saude ou filosofia de vida.
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