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RESUMO

O interesse crescente por uma vida mais saudavel tem proporcionado o
desenvolvimento de alimentos que fornegcam beneficios a salde, como o0s que
contém microrganismos probidticos. A técnica de microencapsulacdo pode oferecer
as células probidticas protecdo e isolamento das condi¢bes adversas do produto,
aumentando sua sobrevivéncia em ambientes extremos, como o trato gastrintestinal.
Desta forma, o presente estudo prop6s-se a desenvolver microcapsulas de alginato-
quitosana contendo Lactobacillus rhamnosus ASCC 290 e Lactobacillus casei ATCC
334 para aplicacdo em sorvete de caja. As capsulas foram produzidas pelo método
de extrusdo, utilizando a matriz alginato de sodio e quitosana como revestimento
adicional. O sorvete foi adquirido na forma liofilizada e reconstituido em laboratorio,
sendo dividido em quatro grupos: L. rhamnosus livres, L. rhamnosus encapsulados,
L. casei livres e L. casei encapsulados. As amostras foram armazenadas a -18 °C e
analisadas mensalmente durante 150 dias através de avaliacfes fisico-quimicas (pH
e acidez titulavel) e microbioldgica (viabilidade celular). Foi realizada uma simulacao
gastrintestinal in vitro, utilizando solugédo acida com pepsina e solucao alcalina com
sais biliares. Testes de aceitabilidade e intencdo de compra foram aplicados ao
sorvete contendo L. rhamnosus encapsulados. Com relagdo as células livres, o L.
rhamnosus logo apés o congelamento a -18 apresentou reducédo significativa (p <
0,05) da concentracao inicial, com perda de 1,77 log UFC/g de sorvete. Nos meses
seguintes, houve queda gradativa da viabilidade, contabilizando ao fim do
experimento reducdo de 3,48 log. A espécie microencapsulada com alginato-
guitosana ndo apresentou perda significativa (p > 0,05) apds o congelamento a -18
°C, com diferenca estatistica apenas apos 30 dias. O L. casei livre também sofreu
reducdo significativa de 1,63 log UFC/g logo em seguida ao processo de
congelamento. A cepa manteve-se a 10’ UFC/g até 150 dias de estocagem. Com
reducdo de 1,49 log UFC/g ao final, as capsulas promoveram a sobrevivéncia de
84,5% das cepas de L. casei. As espécies, tanto livres quanto encapsuladas,
diferiram significativamente entre si nos tempos avaliados; o L. rhamnosus
encapsulado conferiu maior viabilidade em relagdo ao L. casei, enquanto que na
forma livre o L. casei apresentou menor perda celular comparado a outra espécie.
Nenhum grupo causou altera¢fes fisico-quimicas significativas no produto até 150
dias. Na simulacéo gastrintestinal, as células livres de L. rhamnosus apresentaram
reducéo significativa de 2,04 log ainda na fase acida. O L. casei livre decaiu 1 ciclo
logaritmico a cada etapa gastrica, finalizando o teste intestinal com 6,31 * 0,21 log
UFC/mL. Com 118 voluntéarios, a analise sensorial apontou aceitabilidade de 7,58 +
0,55, correspondendo a “gostei muito” e “gostei moderadamente”. Em relagdo a
intengdo de compra, os provadores atribuiram uma média de 3,94 = 1,00, que
significa que “provavelmente compraria” e “tenho duvida se compraria” na escala. Os
resultados obtidos demonstraram que microcapsulas otimizam a viabilidade celular
no armazenamento congelado e nas condi¢des gastrintestinais simuladas. A adicéao
de 10% de capsulas néo interferem sensorialmente no sorvete probidtico.

Palavras-chave: Alimento Funcional. Probidticos. Gelados Comestiveis. Quitosana.
Alginato de Calcio.



ABSTRACT

The growing interest in a healthier life has provided the development of foods that
offer health benefits, such as those containing probiotic microorganisms. The
microencapsulation technique can provide protection and isolation from the adverse
conditions to probiotic cells, increasing their survival in extreme environments such
as gastrointestinal tract. Thus, the present study aimed to develop alginate-chitosan
microcapsules containing Lactobacillus rhamnosus ASCC 290 and Lactobacillus
casei ATCC 334 for application in yellow mombin ice cream. The capsules were
produced by extrusion method, using as matrix sodium alginate and chitosan as
additional coating. The ice cream was obtained in lyophilized form and reconstituted
in laboratory, posteriorly divided into four groups: free L. rhamnosus, encapsulated L.
rhamnosus, free L. casei and encapsulated L. casei. Samples were stored at -18 °C
and analyzed monthly for 150 days by physico-chemical (pH and titratable acidity)
and microbiological (cell viability) evaluations. In vitro gastrointestinal simulation was
performed using acidic solution with pepsin and alkaline solution with bile salts.
Acceptability and purchase intention tests were carried out in order to obtain
information about the consumer's acceptance of the ice cream containing the
capsules. In relation to the free cells, L. rhamnosus shortly after the slow freezing
presented significant reduction (p <0.05) from the initial concentration, with loss of
1.77 log CFU/g of ice cream. In following months, there was a gradual reduction of
3.48 log. The microencapsulated species with alginate-chitosan showed no
significant loss (p > 0.05) after freezing at -18 °C, with statistical difference only after
30 days. Free L. casei also suffered a significant reduction (p < 0.05) of 1.63 log
CFU/g soon after the freezing process. The strain was maintained at 10’ CFU/g for
up to 150 days of storage. With a reduction of 1.49 log CFU/g at the end, the
capsules promoted the survival of 84.5% of L. casei strains. The species, both free
and encapsulated, differed significantly among themselves at the evaluated times. No
group has caused significant physical-chemical changes in the product for up to 150
days. In gastrointestinal simulation, the free cells of L. rhamnosus presented
significant reduction of 2.04 CFU/g in acid phase. Free L. casei declined 1 logarithmic
cycle at each gastric stage, ending the intestinal test with 6.31 = 0.21 log CFU/mL.
with 118 volunteers, sensory analysis indicated acceptability of 7.58 + 0.55,
corresponding to “like very much” and “like moderately”. Regarding purchase intent,
the tasters attributed an average of 3.94 = 1.00, which means "probably would buy"
and "might buy" on the scale. The results obtained demonstrated that microcapsules
optimize the cell viability in the frozen storage and in the simulated gastrointestinal
conditions. Addition of 10% capsules does not interfere sensorially in the probiotic ice
cream.

Keywords: Functional Foods. Probiotics. Ice-cold Foods. Chitosan. Calcium

Alginate.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade ja se considerava o alimento como fornecedor dos
elementos essenciais e indispensaveis a qualidade de vida e desenvolvimento
individual. Porém, os estudos sobre os componentes dos alimentos tém mudado a
compreensao do papel da alimentacdo sobre a salude (GOETZKE; NITZKO;
SPILLER, 2014).

Da mesma forma, o perfil do consumidor vem se alterando ao longo do
tempo. Recentemente, observa-se o crescimento do interesse por alimentos
nutritivos e agradaveis ao paladar, mas que ao mesmo tempo promovam beneficios
a saude, de forma terapéutica e preventiva (TRIPATHI; GIRI, 2014). Neste contexto
surgem os alimentos funcionais, definidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) como alimentos ou ingredientes com alegacdes de propriedades
funcionais ou de saude que podem gerar efeitos metabdlicos e/ou fisiolégicos, e/ou
efeitos benéficos a saude, além das funcdes nutricionais basicas, devendo ser
seguro para consumo sem supervisao médica (ANVISA, 1999).

O trato gastrintestinal é o local com maior concentragdo de microrganismos no
corpo humano. De acordo com Costa e Miglioranza (2012), o sistema € habitado por
centenas de espécies microbianas, como estreptococos, bacteroides, lactobacilos e
leveduras. Diversas pesquisas tém interesse em desvendar a ligacdo entre a
alteracdo da microbiota intestinal e o desenvolvimento de obesidade e outras
doencas cronicas ndo transmissiveis (DELZENNE et al.,, 2011; BARRETT et al.,
2014; MORAES et al., 2014; ISOLAURI et al., 2015).

Pesquisas apontam os efeitos benéficos dos probiéticos sobre diarreias
(WANG et al., 2013; FOX et al.,, 2015), constipacbes (AOKI et al., 2014),
hepatopatias (MA et al., 2013), colonizagbes por Helicobacter pylori associada a
gastrites (ZHANG et al., 2014), modulacéo de reacdes alérgicas (LEE et al., 2014),
niveis de lipidios plasmaticos (GUO et al., 2011) e digestdo da lactose (PAKDAMAN
et al., 2016). Ainda ha relatos de estudos com estes microrganismos inseridos na
dieta de voluntarios, resultando em alteracdes na expressdo de genes envolvidos na
imunidade e outras fungdes da mucosa intestinal (MORAES et al., 2014).

De acordo com a ANVISA (2008), a quantidade minima de microrganismos
probidticos ingeridos na porcéo diaria do produto deve estar situada na faixa de 10°

ou 10° para que exercam suas fungées biolégicas de maneira efetiva. O sorvete, por
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ser uma sobremesa popular e bem apreciada, pode ser uma ferramenta para a
insercdo dos probidticos na dieta. Entretanto, de acordo com Homayouni et al.
(2008), as baixas temperaturas de armazenamento e o alto teor de oxigénio contido
em sua formulacdo podem despontar como condi¢des desfavoraveis a sobrevivéncia
dos microrganismos.

As frutas tropicais sdo possuidoras de sabores marcantes e bem apreciados,
além de terem seu valor nutricional ja bem estabelecido. O caja € um fruto bastante
saboroso e aromatico, rico em compostos fendlicos e antioxidantes. H& diversas
aplicac6es na industria alimenticia, como polpas, sucos e sorvetes (LAGO; MAIA;
MATTA, 2016).

Portanto, este estudo propds-se a avaliar a sobrevivéncia de Lactobacillus
rhamnosus e Lactobacillus caseli, livres e encapsulados com alginato de calcio e
quitosana, em sorvete de caja, visando atuar na melhoria da qualidade de vida da

populacdo e na promocédo da saude através de um alimento funcional.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Nos ultimos anos tem crescido o interesse do consumidor por alimentos que
supram suas necessidades de saude e que ao mesmo tempo sejam atrativos e
saborosos, abrindo espaco para a industria desenvolver produtos inovadores, mais
saudaveis e com boa aceitagdo no mercado. Neste contexto surgem os “alimentos
funcionais”, que podem ser definidos como produtos que além de promover a
nutricdo basica sdo capazes de fornecer beneficios fisiologicos e metabdlicos e
prevenir ou auxiliar no tratamento de doencas (COMAN et al., 2012). O termo foi
descrito pela primeira vez no Japao, referindo-se a um alimento com ingredientes
especificos e satisfacdo sensorial, nutricdo e modulacdo dos sistemas biol6gicos
(BIGLIARDI; GALATI, 2013).

Apesar de se tratar de um campo de estudo relativamente novo, a crenca do
alimento como ‘remédio” e cura para doengas remonta a era medieval, onde
profissionais de saude persas escreveram tratados sobre nutricdo, saude e dietas
(NIKAEIN; ZARGARAN; MEHDIZADEH, 2012). No presente século a literatura
cientifica reporta os alimentos funcionais como aliados no tratamento da obesidade
(BABOOTA et al.,, 2013), prevencdo de doencas cardiovasculares (RYAN et al.,
2015), balanco de colesterol plasmatico (TENORE et al., 2016) e prevencéo de
cancer (GU et al., 2014).

Dentre os alimentos funcionais a literatura relata os prebioticos (adicionados
de fibras nado digestiveis), fortificados (com vitaminas, 6mega-3), alterados

(removendo componentes nocivos) e os probioticos (BIGLIARD; GALATI, 2013).

2.2 PROBIOTICOS

Os probidticos sdo um grupo de bactérias &cido-laticas e leveduras que
exercem efeito positivo sobre a saude do hospedeiro (FAO/OMS, 2002). Agindo a
nivel intestinal, sua primeira acdo no corpo € restaurar a microbiota (SONG;
IBRAHIM; HAYEK, 2012) e promover o crescimento de outros microrganismos
benéficos presentes no local (BUTEL, 2014). Os probidticos sdo capazes de
estimular uma resposta imunologica no seu hospedeiro, atuando na prevencao e
tratamento de doencas infecciosas e inflamatdrias (LEE et al., 2014). Possuem

propriedades anticarcinogénicas (NAGPAL et al., 2012), antialérgicas (LEE et al.,
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2014), anti-hipertensivas (LOLLO et al., 2015), auxiliam na digestdo da lactose
através da enzima bacteriana lactase (PAKDAMAN et al., 2016), no tratamento de
diarreias (SOHAIL et al., 2012; WANG et al., 2013; FOX et al., 2015; LEE et al.,
2015) e outras doencas, como hepatopatias (MA et al., 2013) e canceres gastricos e
intestinais (NAGPAL et al., 2012).

Sobre 0s mecanismos de acdo no intestino, sitio-alvo dos probidticos,
Szymanski et al. (2006) relatam: producdo de substancias antimicrobianas,
competicédo pela adeséo na parede intestinal, competicao por nutrientes, acidificacao
do local, aumento da secre¢céo de mucina, entre outros.

E importante salientar que para um microrganismo ser considerado probiético
€ necessario que 0 mesmo seja capaz de permanecer metabolicamente ativo no
intestino, resistindo antes ao ambiente acido do estbmago e as enzimas digestivas
(SONG; IBRAHIM; HAYEK, 2012). Pithva et al. (2008) adicionam outros critérios
para a selecdo de bactérias probidticas, como origem (que deve ser humana),
capacidade de se aderir & mucosa intestinal e colonizar o trato gastrintestinal
produzindo compostos antimicrobianos.

Sao varios os fatores que devem ser levados em conta quando se trata da
producdo de um alimento com microrganismos em doses capazes de assegurar as
caracteristicas funcionais. Os pontos mais criticos sdo a concentracdo do inéculo, as
técnicas de processamento, 0 transporte e a temperatura de armazenamento
(COMAN et al., 2012). Além disso, é necessario considerar as caracteristicas do
produto, como seu contetdo de proteina, gorduras, agucares, aditivos alimentares
(espessantes, flavorizantes, estabilizantes etc.), pH, acidez titulavel, concentracéo
de oxigénio dissolvido e presenca de peroxido de hidrogénio (BURGAIN et al., 2011;
COMAN et al., 2012; MENEZES et al., 2013). Ainda nos critérios necessarios para
considerar uma bactéria como probibtica, € preciso que ela seja resistente ao
processamento e ndo ser patogénica (NOGUEIRA; GONCALVES, 2011).

Os principais microrganismos intitulados probioticos pertencem aos géneros
Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus e Lactococcus (KUMAR;
VIJAYENDRA; REDDY, 2015). Destes, porém, as espécies bacterianas aprovadas
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2008) s&o: Lactobacillus
acidophilus, L. casei variedades shirota, rhamnosus e defensis, L. paracasei,
Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, B. animallis (incluindo a subespécie B.

lactis), B. longum e Enterococcus faecium.
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2.2.3 LACTOBACILOS

Os lactobacilos sdo bastonetes gram-positivos, ndo esporulados, imoveis,
anaerobios ou anaerébios facultativos (SLOVER; DANZIGER, 2008). O género
Lactobacillus empregado na producdo alimentar faz parte do grupo das bactérias
acido-lacticas, cujo principal produto metabdlico € o acido latico através da
fermentacdo de carboidratos (BURITI; SAAD, 2007). Essas bactérias podem ser
encontradas em diferentes nichos ecoldgicos, tais quais plantas (cereais, frutas e
vegetais), silagem, alimentos fermentados e no proprio corpo humano, nas mucosas
oral, intestinal e vaginal (PITHVA et al., 2012).

Lactobacillus € um género altamente heterogéneo, compreendendo mais de
50 espécies, e que recentemente tem sido utilizado para oferecer beneficios a saude
de quem os consome por meio das cepas probiéticas (BERNADEAU et al., 2008;
RAIZEL et al., 2011).

Este grupo bacteriano tem sua sobrevivéncia afetada por fatores ambientais
de pH, interacbes com outros microrganismos e teor de oxigénio (RAIZEL et al.,
2011). Algumas espécies sdo capazes de estimular o espessamento da barreira
intestinal pela producdo de mucina, contribuindo na protecéo a infec¢des e alergias
(NOGUEIRA; GONCALVES, 2011).

O isolamento do L. rhamnosus ocorreu na década de 1980. Inicialmente foi
certificado pela empresa finlandesa de produtos lacteos Valio ® e hoje é encontrado
em diversos produtos, sendo comercializado em cerca de 30 paises (FAO, 2001).

O Lactobacillus rhamnosus é uma bactéria probidtica comumente utilizada no
tratamento de diarreia causada por rotavirus e antibiéticos em criancas e adultos
(SOHAIL et al., 2012; SZAJEWSKA; KOLODZIEJ, 2015). De acordo com De
Keersmaecker et al. (2006), os produtos de acdo antimicrobiana produzidos pela
espécie Lactobacillus rhamnosus em condi¢des in vitro sdo os &cidos acético,
piroglutamico, férmico e latico.

Este microrganismo mostrou maior tolerancia as condices do sistema
gastrointestinal do que outros probidticos, com maior taxa de sobrevivéncia e
capacidade de se aderir a mucosa do intestino, prolongando sua permanéncia
enguanto melhora a atividade imunoldgica no local (CICHOSKI et al., 2008). Tripathi
et al. (2013) reportam que através da ligacdo do pili bacteriano com a célula
intestinal como resposta mecanica, o microrganismo adquire forca de resisténcia

para permanecer no local. O L. rhamnosus é capaz de produzir substancias de
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baixo peso molecular com um largo espectro de agéo antibacteriana, atuando frente
a espécies anaerbbias, enterobactérias, Pseudomonas spp. Staphylococcus spp.,
estreptococos (SILVA et al.,, 1987), Escherichia coli, Salmonella typhi, Bacillus
subtilis, B. cereus, Helicobacter pylori e Listeria monocytogenes (PITHVA et al.,
2012). Além disso, € capaz de eliminar micotoxinas e cianotoxinas
(OELSCHLAEGER, 2010).

O L. rhamnosus é uma cepa utilizada na elaboracdo de produtos probidticos,
tais quais iogurtes (KRASAEKOOPT; WATCHARAPOKA, 2014), sucos (SILVA et al.,
2014a), maionese (BIGDELIAN et al., 2014), paes (SILVA et al., 2014a), queijo
(AMINE et al., 2014) e néctares (GARCIA-CEJA et al., 2015). Basyigit et al. (2006)
observaram que o L. rhamnosus livre obteve uma boa taxa de sobrevivéncia ao
longo da vida de prateleira de sorvetes formulados com sacarose e aspartame, sem
comprometimento das caracteristicas sensoriais do produto.

Os Lactobacillus casei compreendem um grupo taxondmico heterogéneo,
incluindo as subespécies L. paracasei, L. zeae e L. rhamnosus, que possuem
padrdes bioquimicos e nutricionais muito semelhantes (BURITI; SAAD, 2007).

Dentre os lactobacilos, a espécie L. casei é a mais estudada, devido ao seu
sucesso de aplicagdo em alimentos, sobretudo na fermentagdo (DIMITRELLOU et
al., 2016). Esta bactéria tem sido empregada em iogurtes, leites, queijos de diversos
tipos, sobremesas aeradas, produtos a base de soja, sorvetes, geleias, bebidas de
frutas (BURITI; SAAD, 2007; RANADHEERA et al., 2012; GARCIA-CEJA et al.,
2015; XU et al., 2016). Reale et al. (2015) mostram que este microrganismo tem
maior habilidade de sobrevivéncia apés choques térmicos.

Algumas cepas de L. casei sdo capazes de produzir bacteriocinas
termoestaveis e biossurfactantes, conferindo a possibilidade de aplicagdo como
biopreservativo na conservacao de alimentos (SHARMA; SAHARAN, 2014). Li et al.
(2013) aplicaram o L. casei AST18 em iogurte, observando a capacidade de controle
de crescimento de fungos filamentosos e de aumento de vida de prateleira do

produto.

2.3 CAJA
Rico em vitaminas B1 e C (AYOKA et al., 2008), o caja (Spondias mombin L.)
é um fruto tropical encontrado principalmente na América, Africa e Asia. No Brasil,

sua localizacao se concentra nas regides Norte e Nordeste. Além do termo “caja”, o
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fruto também é conhecido como tapereba, caja-mirim, cajazinha e caja-verdadeiro
(SACRAMENTO; SOUZA, 20009).

Por seu sabor marcante e elevada acidez, o caja é bastante consumido
através de polpas congeladas, geleias, sucos, picolés e sorvetes (SILVA et al.,
2014b). Possui rendimento em torno de 60%, dado que demonstra alto potencial
comercial. Contudo, a cajazeira ainda € considerada em domesticacdo e de
exploracdo extrativa (BRASIL, 2002).

Com cerca de 6 cm de comprimento e formato oblongo, o caja € um fruto
suculento, aromatico e abundante em compostos fendlicos e carotenoides,
conferindo-lhe uma caracteristica coloracdo amarelada. E classificado como drupa,
apresentando um mesocarpo carnoso e casca fina e lisa, que pode adquirir
tonalidade avermelhada apés o amadurecimento. Devido ao seu conteudo de
taninos, pode ser uma fonte de antioxidantes naturais (SACRAMENTO; SOUZA,
2009; MATIETTO; LOPES; MENEZES, 2010; CARVALHO et al, 2013;
MALDONADO-ASTUDILLO et al., 2014).

Devido ao seu sabor marcante e caracteristico agridoce, o fruto da cajazeira
pouco consumido de forma direta, porém os diversos produtos elaborados a base de
sua polpa sdo bem aceitos e apreciados pela populacéo (SILVA et al, 2013; MOURA
NETO et al., 2015; DE MOURA OLIVEIRA et al, 2016).

2.4 SORVETE COMO FONTE DE PROBIOTICOS

Quando se trata da elaboracdo de um produto contendo probidticos, um
aspecto importante que deve ser levado em consideracdo é a sua aceitacao
sensorial. Este fator é destacavel, uma vez que estes microrganismos podem
produzir naturalmente, como parte de seu metabolismo, compostos de aroma e
sabor desagradaveis (off-flavors). Um exemplo disso € o &cido acético, que gera
sabor avinagrado ao paladar (SONG; IBRAHIM; HAYEK, 2012).

As técnicas para mascarar o off-flavor em alimentos incluem a encapsulacdo
e a adicdo de ingredientes de sabores fortes (SONG; IBRAHIM; HAYEK, 2012).
Desse modo, as frutas tropicais, como o0 caja, possuidoras de aromas e sabores
marcantes, podem evitar a identificacdo dos compostos desagradaveis ao paladar
pelo consumidor.

Ademais, a adicdo de probidticos sem uma fermentacdo anterior ao

congelamento provavelmente ndo afetard as caracteristicas sensoriais do sorvete,
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visto que a atividade metabdlica ndo serd tdo impactante (SOUKOULIS; FISK;
BOHN, 2014), sobretudo pela baixa temperatura.

A industria de laticinios € a principal produtora de alimentos carreadores de
probioticos. Os principais produtos s&o iogurtes e leites fermentados, porém ja é
possivel achar no mercado queijos, sucos, formulas infantis, bebidas e manteigas
com microrganismos probioticos em sua formulacdo (NAGPAL et al., 2012; SOCCOL
et al., 2014; BARBOSA et al., 2015).

Além de ser um produto bem aceito por todas as faixas etéarias (CRUZ et al.,
2009), o sorvete apresenta alta digestibilidade, textura macia e gosto doce (ABIS,
2016), tornando-se um alimento de interesse do consumidor.

De acordo com Cruz et al. (2009), as baixas temperaturas de processamento
e armazenamento favorecem a longa vida de prateleira do sorvete. Isto atribui ao
sorvete a caracteristica de um bom carreador de probioticos.

Apesar de no Brasil o sorvete ser considerado como guloseima devido ao seu
teor de acucar, alguns paises o consideram como um alimento de alto valor
nutricional (YOUSSEF et al., 2013). Isso se deve tradicionalmente a sua base lactea,
fazendo com que o produto adquira as propriedades nutritivas do leite, sobretudo
sua reconhecida fonte de calcio (RENHE; WEISBERG; PEREIRA, 2015).

Segundo a Associacdo Brasileira das Industrias e do Setor de Sorvetes
(ABIS), o consumo de sorvete entre os anos de 2003 e 2015 cresceu 67%,
registrando uma producdo de 794 milhdes de litros, com consumo per capita de 5,59
litros em 2015 (ABIS, 2016).

Devido ao seu pH proximo a neutralidade e o alto teor de sdlidos totais, 0
sorvete pode ser um ambiente favoravel a veiculacdo de probioticos (HOMAYOUNI
et al., 2012). Por outro lado, a etapa de congelamento no processamento do sorvete
tem efeito crucial na redugcdo do numero de bactérias viaveis através de danos na
parede celular e perda de agua intracelular (SOUKOULIS; FISK; BOHN, 2014).
Ainda atribui-se a morte bacteriana a toxicidade do oxigénio presente no alimento
(HOMAYOUNI et al., 2008a).

A fim de receber protecdo contra as condicbes adversas fornecidas pelo
sorvete, 0s microrganismos probidticos podem ser veiculados dentro de
microcépsulas, tornando-se uma possivel alternativa para o prolongamento da sua

sobrevivéncia no produto (CRUZ et al., 2009).
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2.5 MICROENCAPSULACAO

Um dos desafios para a insercao de probiéticos em alimentos € fazer com que
as ceélulas microbianas resistam as condi¢bes oferecidas, tanto em composicao
guanto em tempo de armazenamento. Além destas circunstancias, Homayouni et al.
(2012) ainda acrescentam que 0 microrganismo precisa sobreviver ao baixo pH do
estbmago, a alcalinidade dos sais biliares no intestino, as enzimas digestivas e aos
produtos metabdlicos gerados durante a digestao.

A microencapsulacdo é uma tecnologia promissora que consiste no
revestimento de particulas, formando capsulas sélidas e esféricas com tamanho
entre 1 e 1000 um (RATHORE et al., 2013). As microcapsulas estabilizam as
células, através da formacdo de uma parede semipermeavel, e sédo totalmente
preenchidas com o probiético (GBASSI; VANDAMME, 2012).

Para a elaboracdo das capsulas sado utilizadas matrizes poliméricas
biodegradaveis. Estes materiais tém como objetivo liberar o conteudo de seu interior
em condicdes especificas (MENEZES et al., 2013). Mesmo sob situacdes adversas,
as microcapsulas sao capazes de manter boa parte de sua estrutura, dissolvendo-se
e liberando o material encapsulado no intestino grosso para exercer a funcéo
desejada (SIMEONI et al., 2014).

Estes micro-revestimentos fornecem isolamento, protecdo mecéanica e
ambiental as células microbianas. Ao mesmo tempo, permitem sua sobrevivéncia
por longos periodos, dado a caracteristica de permeabilidade do material, que
possibilita a nutricdo da bactéria isolada (RATHORE et al., 2013).

Para a aplicacdo em alimentos € importante que o material encapsulante
ofereca protecdo contra o acido estomacal, seja nao citotoxico — garantindo
seguranca a saude do consumidor —, seja capaz de se desintegrar e disponibilizar os
probiéticos no intestino (COOK et al., 2012). E necessario ainda que ndo reaja com o
material encapsulado e ndo comprometa a qualidade sensorial da matriz alimentar
onde esta presente (FAVARO-TRINDADE et al., 2008).

Para a escolha dos materiais utilizados na encapsulacdo, sejam eles
sintéticos ou de origem natural, devem ser levados em conta alguns critérios, como
sua morfologia, toxicidade, estabilidade nos fluidos gastrintestinais e facilidade de
esterilizacdo (GBASSI; VANDAMME, 2012).

Da mesma forma que os constituintes das microcapsulas ndo devem interferir

no sabor do alimento, o ideal € que néo sejam percebidos durante a passagem pela
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boca. As caracteristicas de corpo e textura do sorvete podem auxiliar a mascarar
gualquer residuo sdlido perceptivel ao paladar.

Varios polimeros sao utilizados como encapsulantes, tais quais alginato,
agarose, quitosana, carboximetilcelulose, goma arabica, carragena, gelatina,
caseina, pectina e amidos (MENEZES et al., 2013; GASPERINI; MANO; REIS,
2014).

2.6 ALGINATO

Extraido de algas marrons, o alginato € um polissacarideo hidrossolavel
versatil, biocompativel, de baixo custo e ndo toxico (SIMEONI et al., 2014). De
acordo com Dang, Wang e Du (2006), € composto pelos acidos 3-D-manurénico (M)
e a-L-gulurdnico (G), ligados por ligacdes glicosidicas B (1,4).

Gracas a facilidade que o polimero possui de formar gel através da interacéo
com fons multivalentes, como o Ca** (MARTINSEN; SKJAK-BRAEK; SMIDSROD,
1991), a encapsulacado utilizando alginato é de facil e simples realizacdo. Os ions
formam ligagbes cruzadas, ligando os residuos gulurbnicos e induzindo a
solidificacdo. Estas ligagOes cruzadas criam uma estrutura semelhante a uma caixa
de ovo, conferindo caracteristica visco-elastica ao material (LEROUX; GUILAK;
SETTON, 1999).

O tamanho e porosidade das capsulas sdo diretamente afetados pela
viscosidade do gel (LOTFIPOUR; MIRZAEEI, MAGHSOODI, 2012), que, por sua
vez, € relacionada ao peso molecular do alginato (MARTINSEN; SKJAK-BRAEK;
SMIDSROD, 1991).

Para o preparo de capsulas de alginato sdo empregadas técnicas simples,
como extrusdo, com gotejamento em solucédo solidificante, e emulsdo, que utiliza

uma fase contendo 6leo durante o processo (CAVALHEIROS et al., 2015).

2.6.1 EXTRUSAO COM ALGINATO DE CALCIO

Devido ao seu baixo custo e bons resultados na viabilidade celular do
probiético, a técnica de extrusdo € amplamente utilizada na encapsulacao desses
microrganismos. Trata-se de um método de gotejamento do hidrocoloide sob
pressdo em uma solucdo de cloreto de calcio (CaCly), solidificando

instantaneamente por gelatinizacéo i6nica (SIMEONI et al., 2014).
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A solidificacéo ocorre através da interacdo entre os ions de célcio da solugéo
e unidades G do alginato (acido gulurénico), conforme a Figura 1. Dessa forma,
observa-se que o tamanho da particula € diminuido quando se aumenta o volume da
solucdo, decorrente das ligacbes cruzadas entre os fons de Ca?* e os blocos G do
polimero (SRIAMORNSAKA et al., 2008). Logo, o alginato de sodio, apds entrar em
contato com a solucdo de célcio e dar inicio ao processo de gelificacdo idnica, é

transformado em alginato de célcio.

M Cadeia de alginato

I B

Regibes de ® - ca®
Bloco G

Q.0

Figura 1. Representagéo da gelificacdo do alginato na presenca de calcio — modelo caixa de ovo.
Fonte: SRIAMORNSAKA et al., 2007.

2.7 QUITOSANA

A quitosana € um polissacarideo catiénico linear formado por unidades
glucosaminas e N-acetilglucosamina, unidas através de ligacdes glicosidicas do tipo
B (1,4) (WU, LIN; YAO, 2014), conforme a Figura 2. Pode ser encontrada na parede
de microrganismos, como o0 género Mucor, ou extraida do exoesqueleto de
crustdceos aquaticos através de reacdo de desacetilacdo da quitina, um
polissacarideo muito abundante na natureza (MATTE; DA ROSA; ELSABEE;
ABDOU, 2013).
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NH:

OH
HO
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Figura 2. Estrutura molecular da quitosana. Fonte: WU; LIN; YAO, 2014.

Apesar da abundancia da fonte, a quitosana de origem animal apresenta
pontos negativos importantes, como a possibilidade de os residuos de proteinas dos
crustaceos causarem reacgOes alérgicas e a necessidade de uso de solugdes
alcalinas poluentes para a reacdo de desacetilagdo. Como alternativa, a quitosana
obtida do micélio fangico ndo apresenta proteinas alergénicas (BERGER,;
STAMFORD; STAMFORD, 2012).

Gracas a sua habilidade de formacdo de filmes e peliculas, a quitosana
apresenta-se como um revestimento exterior util para capsulas de alginato, que € um
polimero aniénico (SIMEONI et al., 2014). Krasaekoopt et al. (2003) relatam que a
combinacéao alginato-quitosana forma capsulas mais resistentes e estaveis, gracas a

protecao adicional.
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3 HIPOTESE

As bactérias probidticas encapsuladas com alginato de calcio e quitosana
apresentam maior resisténcia do que as células livres ao longo do tempo de
armazenamento do sorvete de caja e maior sobrevivéncia a passagem pelo trato

gastrintestinal.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a viabilidade de Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus casei
encapsulados com alginato de célcio e quitosana ao longo da vida de prateleira do

sorvete de caja.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir as microcdpsulas de alginato de calcio-quitosana contendo
Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus casei e avaliar a eficiéncia da
encapsulacdo nas cepas estudadas;

e Determinar e comparar a viabilidade das bactérias microencapsuladas e livres
no sorvete;

e Verificar a capacidade de sobrevivéncia dos probiéticos livres e encapsulados
através de simulacao de condi¢des do trato gastrintestinal;

e Analisar a aceitacdo para sorvete de caja contendo probiéticos encapsulados.
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5 METODOS

5.1 LOCAL E PERIODO DO ESTUDO

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Experimentacdo e Analise
de Alimentos (LEAAL, Departamento de Nutricdo, UFPE), no periodo de novembro
de 2015 a janeiro de 2017.

Os experimentos foram iniciados apos a aprovacdo pelo Comité de Etica do
Centro de Ciéncias da Saude (UFPE), sob o nimero de protocolo 1401798 (Anexo
A).

5.2 CULTURA DAS BACTERIAS ACIDO-LATICAS

A cepa de Lactobacillus rhamnosus ASCC 290 foi adquirida comercialmente
na forma liofilizada (Roval ®), enquanto que o Lactobacillus casei ATCC 334 foi
gentiimente concedido pelo cepéario do LEAAL do Departamento de Nutricdo da
UFPE.

5.2.1 ATIVACAO DA CEPA LIOFILIZADA

Para ativagdo e multiplicagéo, o L. rhamnosus liofilizado foi suspenso em
solucao salina (NaCl 0,9%) estéril. O volume de 1 mL da suspenséo foi adicionado a
um tubo com 9 mL de caldo De Man, Rogosa e Sharpe (MRS, Acumedia ®), com

incubacao a 37 °C/24h em estufa sob anaerobiose.

52.2 ATIVAQAO DA CULTURA ESTOQUE

A cultura estoque de L. casei foi descongelada até aproximadamente 25 °C e
1 mL foi transferido para 9 mL de caldo MRS (Acumedia ®). O tubo foi incubado a 37
°C/24h em estufa sob anaerobiose.

5.3 CONTAGEM DE CELULAS VIAVEIS

O numero de células viaveis foi determinado através da contagem de
unidades formadoras de col6nia. Para tal foram realizadas diluicbes decimais
seriadas em solugdo salina 0,9% estéril. A inoculacdo foi baseada no método de
pour-plate (SILVA et al., 2007), onde 1 mL da diluicdo foi depositado em uma placa
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de Petri, recebendo agar MRS (Sigma ®), seguido de homogeneizacdo. As placas

foram incubadas a 37 °C/48h em condicbes anaerdbias.

5.4 PROCEDIMENTO DE MICROENCAPSULAC}AO

Apoés a etapa descrita no item 5.2, 1 mL de in6culo foi transferido para um
Erlenmeyer contendo 140 mL de caldo MRS, sendo incubado em estufa sob as
mesmas condicdes.

O inéculo microbiano foi repassado para tubos estéreis e centrifugado (Fanem
® Modelo Baby |1 206 BL) a 3600 rpm por 15 minutos para separacao da biomassa.
Em seguida, o meio de cultura sobrenadante foi descartado e as células foram
lavadas com solucdo de NaCl 0,9% e novamente centrifugadas. O pellet celular de
cada tubo foi suspenso em 5 mL de solucdo salina para prosseguir a encapsulacao
proposta por Krasaekoopt, Bhandari e Deeth (2006), com modificagdes pontuais. O
volume foi passado para 20 mL de solucdo de alginato de sédio 4% (Isofar ®)
previamente esterilizado em autoclave a 121 °C/15 min. O conteudo de alginato com
probiotico foi transferido para uma seringa acoplada com agulha 0,55 x 20 mm e
gotejada em CaCl, 0,05 mol/L contendo 0,1 g/100g de Tween 80 (Vetec ®), dando
inicio a formacao das capsulas. Apds 30 minutos de gelificacdo, as capsulas foram

lavadas em agua peptonada estéril (0,1g/100q) e filtradas a vacuo.

5.5 REVESTIMENTO COM QUITOSANA

O procedimento de revestimento com quitosana foi realizado segundo o
método de Zou et al. (2011). Foi pesado 0,4 g de quitosana (Kiofine ®) de baixo
peso molecular e dissolvido em 90 mL de agua destilada contendo 0,4 mL de acido
acético glacial, com concentracdo final de 4 g/L. O pH foi ajustado para 5,7-6,0
através da adi¢do de 1 mol/l NaOH. O volume da solugéo foi ajustado para 100 mL,
sendo em seguida autoclavada a 121 °C por 15 minutos.

Prontamente, as capsulas produzidas na etapa anterior (5.4) foram imersas
na quitosana (Figura 3) sob agitacdo de 100 rpm durante 40 minutos num agitador
orbital, para revestimento. Em seguida, as microcapsulas foram filtradas a vacuo e
lavadas com agua peptonada (0,1 g/100 g) para realizacdo dos experimentos. O que
nao foi analisado no mesmo dia permaneceu armazenado em solugao peptonada a
4°C.
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Figura 3. Esquema representativo da encapsulacdo por extrusdo, seguida de revestimento em

quitosana. Fonte: Elaborado pela autora.

5.6 PROCEDIMENTO DE QUEBRA DAS CAPSULAS
Para avaliacdo da viabilidade dos microrganismos revestidos, o rompimento
das capsulas de alginato-quitosana (Figura 4) foi realizado em homogeneizador

Polytron ® (Kinematica).

Figura 4. Capsulas de alginato de célcio revestidas com quitosana. Fonte: A autora.

Foi adicionado 1 g de capsula a 9 mL de solugcédo peptonada salina (0,1 g/100

g; 0,9%) pré-aquecida a 37 °C e submetido a 10.000 rpm durante 10 s no



33

equipamento (Zou et al., 2011), triturando todo o polimero e liberando as bactérias

no diluente. A suspenséao bacteriana obtida foi diluida e semeada conforme item 5.3.

5.7 EFICIENCIA DA ENCAPSULACAO
Para calcular a eficiéncia de encapsulacdo (EE) dos probitticos, as células
encapsuladas foram liberadas de acordo com o item 5.6. Seguindo o proposto por

Zou et al. (2011), a eficiéncia da encapsulacao foi verificada da seguinte forma:

N
EE = — x100%
No
Na férmula, N corresponde ao numero de bactérias liberadas das capsulas,
enquanto que No é o numero inicial do concentrado celular utilizado para o processo

de encapsulacéo.

5.8 SORVETE FUNCIONAL

Para a producdo do sorvete de caja foi adquirida uma formulagcdo comercial
liofilizada (Yoki ®). Seguindo as instru¢des do fabricante, o produto (150 g) foi
reconstituido em 400 mL de leite UHT (Elegé ®) e processado por 5 minutos em

batedeira (Mondial ® Pratica Due) sob condi¢cdes assépticas.

5.8.1 SORVETE CONTENDO CELULAS LIVRES

Para o grupo de bactérias livres, conforme descrito no item 5.2, cada espécie
foi inoculada separadamente em caldo MRS por 24h. Em seguida, 1 mL de inéculo
foi semeado em superficie (SILVA et al., 2007) em uma placa contendo agar MRS
para crescimento em colbnias, incubando-se por a 37 °C/48h em anaerobiose. As
colénias foram suspensas em solucéo de NaCl 0,9% para adicao ao sorvete.

A suspensdao bacteriana de 50 mL (na concentracédo de aproximadamente 2,7
x 10°, padronizado pela escala de McFarland, Probac ®) foram adicionados a 450 g
de massa de sorvete (10%). O alimento foi cuidadosamente homogeneizado com
auxilio de espatula esterilizada e seu peso foi verificado em balanca digital semi-
analitica (Bel Photonic ®). O procedimento foi idéntico para ambas as espécies

microbianas.
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O produto foi submetido a congelamento lento (3h no freezer) e

armazenamento a -18 °C.

5.8.2 ENUMERAQAO DE CELULAS LIVRES VIAVEIS AO LONGO DO
ARMAZENAMENTO DE 150 DIAS DO SORVETE

As amostras de sorvete foram analisadas nos tempos 0 (apos as 3h de
congelamento), 30, 60, 90, 120 e 150 dias.

Amostras de 25 g do sorvete a temperatura ambiente foram transferidas para
225 mL de solucgédo salina 0,9% (SILVA et al., 2007). Apés homogeneizagdo, 1 mL foi
retirado e diluido seriadamente para posterior semeio em agar MRS (técnica de

pour-plate).

5.8.3 SORVETE ADICIONADO DE PROBIOTICOS ENCAPSULADOS

Assim como nas células livres, foi respeitada a proporcdo de 10%,
adicionando-se 50 g de capsulas em 450 g de sorvete. As concentracdes de L.
rhamnosus ASCC 290 e L. casei ATCC 334 foram de 9,65 £+ 0,05 e 9,54 + 0,02
respectivamente.

Em seguida ocorreu homogeneizagédo para distribuicdo uniforme, pesagem

em balanca de precisdo semi-analitica e congelamento lento a -18 °C.

5.8.4 ENUMERACAO DE CELULAS ENCAPSULADAS VIAVEIS AO LONGO DO
ARMAZENAMENTO DE 150 DIAS DO SORVETE
Da mesma forma que o grupo de bactérias sem revestimento, os probioticos
encapsulados foram avaliados em intervalos de 30 dias durante 5 meses.
Igualmente, o alimento foi diluido e submetido a homogeneizacao (item 5.6)
para quebra das capsulas e posterior contagem dos microrganismos (SILVA et al.,
2007).

5.8.5 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Da mesma forma os sorvetes foram avaliados em intervalos de 30 dias
guanto a pH e acidez titulavel, com o intuito de observar se o metabolismo
bacteriano poderia interferir nas caracteristicas fisico-quimicas do produto, de modo

gue ocorra a reducao da sua validade comercial.



35

As técnicas foram fundamentadas nos Métodos de Analises Fisico-quimicas
de Alimentos do Instituto Adolfo Lutz (2008). Os procedimentos foram realizados em
triplicata.

O pH foi avaliado através de potencidémetro digital (Tecnal, Meter Tec). Foram
diluidos 5 g do sorvete em 50 mL de agua destilada e analisados no equipamento.

A acidez total foi analisada através de reacao titulométrica. Foram pesados 3
g de amostra em Erlenmeyer e diluidos em 50 mL de agua destilada. Apds adicao de
3 gotas de fenolftaleina (solugéo indicadora) iniciou-se a titulagdo com NaOH 0,1 M
até coloracéo rosea.

5.9 SIMULACAO DAS CONDICOES GASTROINTESTINAIS in vitro

O preparo dos sucos gastrico e intestinal simulados seguiram o descrito por
Chavarri et al. (2010), com necessérias modificacdes.

Para o suco gastrico simulado (SGS) foi preparada uma solucédo contendo 9
g/L de cloreto de sddio contendo 3,0 g/L de pepsina com pH ajustado para 2,1 com
HCI. O suco intestinal simulado (SIS) foi preparado dissolvendo os sais biliares em
solucéo de 6,5 g/L NaCl, 0,835 g/L KCI, 0,22 g/L CaCl, e 1,386 g/L NaHCOg3, para
concentracéo de 3,0g/L, obtendo pH final de 7,2. Para a simulag&o foram utilizados 9
mL de SGS e SIS. As amostras foram analisadas antes do contato com o suco acido

(tempo 0) e com 60, 120 e 240 minutos.

5.9.1 SIMULACAO COM CELULAS LIVRES

A simulacdo das condi¢cbes gastrintestinais com células livres ocorreu da
seguinte forma:

Tubos de caldo MRS foram incubados com o microrganismo a 37 °C/24h sob
anaerobiose. Ap6s o cultivo, os tubos foram centrifugados a 3600 rpm por 15 min
para obtencédo da biomassa celular. Em seguida, o pellet foi suspenso em 10 mL de
solucédo salina 0,9%. Uma aliquota de 1 mL foi retirada e diluida seriadamente, a fim
de verificar a viabilidade inicial da cultura. Outra aliquota de 1 mL foi inoculada no
SGS (pH 2,1). Os tubos inoculados permaneceram a 37 °C, com homogeneizagbes
periddicas.

Conforme a Figura 5, ao completar 60 e 120 minutos de teste, 1 mL do suco
acido contendo a cepa avaliada foi diluido em série e inoculado por profundidade em
MRS.
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Figura 5. Simulacéo das condi¢Bes gastrintestinais com as células na forma livre. Fonte:

Elaborado pela autora.

Passados os 120 minutos correspondentes a etapa gastrica, o tubo foi
centrifugado (3600 rpm por 15 min) e todo o sobrenadante foi descartado. Em
seguida, o suco intestinal foi inserido e o tubo passou por incubacao até completar
240 minutos de avaliacao, também com homogeneizag¢des periddicas. Para finalizar,
1 mL foi retirado da amostra, diluido e inoculado em agar para contagem das células
viaveis.

As colbnias foram contadas ap6s 48h de crescimento em estufa e o0s

resultados expressos em UFC/mL.

5.9.2 SIMULAC}AO COM BACTERIAS ENCAPSULADAS

Para os microrganismos encapsulados, as condicfes de incubacdo foram as
mesmas utilizadas nas células livres, utilizando, neste caso, 1 g de capsulas de
alginato-quitosana. Nesta etapa, porém, as capsulas foram inoculadas em tubos
separados para cada tempo, conforme Figura 6: 1 tubo para 60 min, 2 tubos para
120 min (um para avaliar esse tempo e outro para transferir ao suco intestinal) e 1
tubo para 240 min. A separacao dos tubos € necessaria para a quebra das capsulas

a cada tempo avaliado.
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Figura 6. Simulacdo das condi¢Bes gastrintestinais com os probiéticos encapsulados. Fonte:

Elaborado pela autora.

Ao final dos 60 min as capsulas foram filtradas em peneira de malha de aco,
transferidas para solucdo de peptona salina (0,1/100g; 0,9%) e quebradas em
homogeneizador Polytron ® a 10.000 rpm durante 10 s. O mesmo processo seguiu-

se a um tubo ao findar dos 120 minutos.

Aos 240 min, etapa final da simulacéo, as capsulas foram rompidas dentro do
préprio tubo de SIS.

5.10 ANALISE SENSORIAL

A andlise sensorial foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFPE/CCS (Anexo A) e todos os voluntarios assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido (TCLE), que consta no Apéndice A.

Baseado nos resultados mais satisfatorios foi selecionado para a analise
sensorial o sorvete contendo Lactobacillus rhamnosus ASCC 290 encapsulados.
Apenas foram oferecidas neste teste as amostras cuja analise microbiolégica
demonstrou resultados em conformidade com a legislagdo pertinente (ANVISA,
2001). De acordo com o Instituto Adolfo Lutz (2008), o teste de aceitabilidade foi
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realizado utilizando a escala hedbnica de nove pontos, onde 9 significa “gostei
extremamente (adorei)” e 1 corresponde a “desgostei extremamente (detestei)”.
Foram avaliados aparéncia, aroma, sabor, textura e impressao global do produto
(Apéndice B). Também foi verificada a intengcdo de compra, através da escala de
hedbnica de cinco pontos, com 5 correspondendo a “certamente compraria” e 1 a
“certamente ndo compraria”.

Foram selecionados 118 provadores voluntarios nao treinados, entre
estudantes e servidores da Universidade Federal de Pernambuco, com idades entre
18 e 46 anos, que referiram interesse e/ou habito de consumir sorvete de caja. Os
sorvetes foram retirados do freezer (-18 °C) e deixados em congelador (0 °C) antes
de serem servidos. Aproximadamente 15 g de amostras foram oferecidos em copos

plasticos brancos.

5.11 PROCESSAMENTO ESTATISTICO

Para a estatistica descritiva (média e desvio padréo), os resultados obtidos
foram avaliados em Excel ® 2010 (Microsoft ®). Os dados, que possuem distribuicdo
normal, foram analisados por ANOVA one-way no software Past ®, a fim de verificar
diferencas significativas entre os grupos estudados, adotando o nivel de confianca
de 95%.
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6 RESULTADOS

6.1 VIABILIDADE De L. rhamnosus E L. casei DURANTE ARMAZENAMENTO
DO SORVETE DE CAJA

As contagens de células viaveis de L. rhamnosus ASCC 290 e L. casei ATCC
334, livres ou encapsulados, no sorvete de caja durante 150 dias a -18 °C é

apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Contagem de células viaveis do L. rhamnosus e L. casei livres e encapsulados durante
armazenamento de 150 dias.

o o Tempo de Células Livres £ Celulzlasd
Espécie Probiodtica armazenamento ncapsuladas
(dias)

log UFC/g

Contagem Inicial

0 (pbs-congelamento)

30

L. rhamnosus 60
ASCC 290 90
120

150

Contagem Inicial
0 (p6s-congelamento)
30
60
90
120
150

L. casei ATCC 334

9,43 £ 0,01 AAa
7,66 + 0,03 BAa
7,71 + 0,04 BBa
7,57 + 0,03 CCa
7,52 + 0,02 CDa
7,50 £ 0,01 CEa
5,95 + 0,04 DFa

9,43 + 0,01 AAa

7,80 £ 0,01 BBa
7,23 £ 0,15 CCa
7,28 + 0,02 CDa
7,86 = 0,05 DEa
7,78 £ 0,07 DFa
7,35+ 0,50 EGa

9,62 + 0,04 AAb
9,62 + 0,08 ABb
8,84 + 0,03 BCb
8,38 £ 0,04 CDb
8,71+ 0,02 DEDb
8,80 £ 0,01 EFb
8,57 £ 0,06 FGb

9,54 + 0,02 ABb
8,37 £ 0,11 BCb
8,63 + 0,02 CDb
8,10 £ 0,18 DEDb
8,05 = 0,05 DFb
8,24 + 0,01 DGb
8,05 + 0,06 DHb

Valores (médias *+ desvio padrdo) com letras mailsculas iguais na mesma coluna ndo diferem

estatisticamente ao nivel de 5%. A primeira letra mailscula compara a coluna da mesma espécie em
diferentes tempos. A segunda letra mailscula compara o mesmo tempo para as diferentes espécies
probiéticas. Valores seguidos por letra mindscula iguais na mesma linha nédo diferem ao nivel de 5%.

Anova one way e teste de Tukey.
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Com relacdo as células livres, a espécie L. rhamnosus, logo apds o
congelamento apresentou uma reducédo significativa (p < 0,05) da concentracao
inicial do inéculo adicionado, passando de 9,43 para 7,66 log UFC/g, representando
uma perda de 1,77 log UFC/g de sorvete. Nos meses subsequentes, nota-se uma
gueda gradativa da viabilidade das bactérias que n&o receberam protecéo
encapsulante, de modo que ao fim do experimento contabiliza-se uma reducéo
significativa (p < 0,05) de 3,48 log UFC/g em relacdo a contagem inicial. Foi
observada uma taxa de sobrevivéncia de 64% das bactérias deste grupo.

O L. rhamnosus encapsulado com alginato e quitosana, por sua vez, nao
apresentou perda significativa (p > 0,05) entre o concentrado inicial e o avaliado
apos o congelamento a -18 °C. Estatisticamente sé houve diferenca significante
apos 30 dias de armazenamento (perda de 0,78 log UFC/g). Apesar de ter sido
observada diferenga estatistica entre os cinco meses avaliados, a espécie sofreu
reducdo de apenas 1,05 log UFC/g. A taxa de viabilidade entre o primeiro e o ultimo
dia de estudo foi de 89,1%.

Embora tenha apresentado uma diminuicdo mais discreta, o L. casei na sua
forma livre também sofreu reducéo significativa (p < 0,05) de 1,63 log UFC/g logo em
seguida ao congelamento lento a -18 °C. A contagem da espécie manteve-se na
escala de 10" até o dia 150 de estocagem, mantendo viaveis 77,9% dos probiéticos
inoculados.

Da mesma forma, células encapsuladas do L. casei sofreram queda
estatisticamente significativa na viabilidade apds o congelamento, com perda de
1,17 log UFC/g. Semelhantemente, o tratamento estatistico evidenciou diferenca
significativa (p < 0,05) entre o primeiro e o Ultimo dia de contagem microbiana, com
reducdo de 1,49 log UFC/g e sobrevivéncia de 84,5% das células.

Fazendo comparativo entre as espécies, na forma livre — que iniciou com a
mesma concentracdo de inoculo bacteriano —, foi observada uma diferenca
significativa a partir do processo de congelamento. O L. rhamnosus e o L. casei que

passaram por encapsulacéo diferiram entre si em todos os tempos estudados.

6.2 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DO SORVETE DE CAJA DURANTE
ARMAZENAMENTO DE 150 DIAS
As Tabelas 2 e 3 apresentam, respectivamente, os valores referentes as

alteracdes dos parametros fisico-quimicos nos sorvetes adicionados de células livres
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e encapsuladas de L. rhamnosus ASCC 290 e L. casei ATCC 334 durante 150 dias
de estocagem a -18 °C.

Com relacédo ao sorvete adicionado de L. rhamnosus, o pH inicial da porcao
gue recebeu células livres foi de 5,96 + 0,05, enquanto o que continha o probiético
microencapsulado iniciou com pH 6,00 + 0,02, sem diferir estatisticamente entre si (p
> 0,05). As médias de pH de ambos os sorvetes contendo L. rhamnosus foram de
6,03 (com desvio padrdo de + 0,05 para o grupo sem tratamento e + 0,03 para o
encapsulado) durante todo o estoque.

Nem o L. rhamnosus na sua forma livre nem encapsulado causou alteragcao
significativa (p > 0,05) no pH entre o primeiro e o ultimo dia de experimento.

Da mesma forma, a acidez total titulavel ndo apresentou diferencas
significativas entre o primeiro e Ultimo dia de andlise, tanto referente as células livres

guanto as que passaram por processo de encapsulagao.

Tabela 2. Resultados de pH e acidez titulavel dos sorvetes de caja contendo Lactobacillus rhamnosus
ASCC 290.

Tempo de Células Livres Celulas
Parametro armazenamento Encapsuladas
(dias) log UFC/g

0 5,96 + 0,05 a 599+0,01a

30 6,03 +0,04 a 6,17 +0,03 b

60 6,03+0,01a 6,05+0,01b

PH 90 6,05+0,01a 6,00£0,01b

120 6,04 £0,01 a 6,01 +0,09a

150 6,09 +£0,13 a 593+0,01a

0 2,71+ 0,17 a 2,66 +0,01a

30 2,63+0,05a 2,60+0,1a

Acidez total titulavel 60 2,73+0,01a 2,51+0,26 a
(9. &c. latico/1009) 90 2,70+ 0,17 a 2,74+0,13a
120 2,33+0,21a 299+0,01b

150 2,49+ 0,17 a 2,52+0,17 a

Valores (médias * desvio padréo) seguidos pela mesma letra minlscula na mesma linha néao diferem

ao nivel de 5%. Anova one way e teste de Tukey.
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O sorvete adicionado de L. casei, teve como pH inicial 5,96 + 0,05 para
probioticos livres e pH 6,00 + 0,02 para células encapsuladas, sem diferir
estatisticamente entre si (p > 0,05). As médias totais de pH para todo o periodo
estudado foi de 6,04 + 0,03 e 6,09 = 0,7, também sem diferencas estatisticas.
Semelhantemente, tanto no tempo 0 (apds o congelamento lento) quanto no tempo
150 ndo foram observadas diferencas significativas para as bactérias inoculadas
diretamente e aquelas encapsuladas.

Da mesma forma, a acidez total titulavel ndo apresentou diferencas
significativas entre o primeiro e ultimo dia de andlises, tanto referente as células

livres quanto as que passaram por processo de encapsulacao.

Tabela 3. Resultados de pH e acidez dos sorvetes de caja contendo Lactobacillus casei ATCC 334.

Tempo de .
Parametro armazenamento Células Livres Células

(dias) Encapsuladas

0 6,01 £0,03 a 6,02+£0,01a

30 6,03+ 0,03 a 6,13+ 0,05b

60 6,04 £ 0,01 a 6,04 £0,02 a

PH 90 6,05+001a 6,21+0,10 a

120 6,07+0,12 a 6,03 0,07 a

150 6,0 £ 0,06 a 6,07 £0,10 a

0 2,6 £0,05a 2,66+0,01a

30 2,65+ 0,08 a 2,66+0,01a

Acidez total titulavel 60 2,66+0,01a 2,33£0,14b
(9. &c. latico/100g) 90 2,28 £ 0,06 a 2,49 +0,01b
120 2,49+0,17 a 259+0,17 a

150 2,49+0,17 a 2,66 +0,01a

Valores (médias + desvio padrédo) seguidos pela mesma letra minascula na mesma linha néao diferem

ao nivel de 5%. Anova one way e teste de Tukey.

6.3 EFICIENCIA DA ENCAPSULACAO

A eficiéncia da encapsulacdo (EE) tem por objetivo avaliar a taxa de
sobrevivéncia ap0s a submissdo das bactérias probidticas ao processo de
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microencapsulacdo. O resultado do experimento é obtido pelo calculo da razédo das
células viaveis pos-encapsuladas pelo nimero inicial de microrganismos antes do
revestimento. A variavel é expressa em porcentagem (CHAVARRI et al., 2010).
Conforme a Tabela 4, o L. rhamnosus apresentou uma redugéo de 2,84 log
UFC/g apds a encapsulacao, correspondendo a uma EE de 73,8%. Semelhante taxa
de aproveitamento foi encontrada para L. casei: 79,5%. Esta espécie apresentou

uma reducéo de 2,43 log UFC/g.

Tabela 4. Contagem de células viaveis (média + desvio padrdo) antes e depois da encapsulacgéo.

NUmero de células

Espécie (log UFC/g) (E/IOE)
Antes Depois
L. rhamnosus
ASCC 290 12,47 £ 0,71 9,63+0,04 73,8%
L. casei ATCC 334 11,97 £ 0,01 9,54 + 0,02 79,5%

EE: eficiéncia da encapsulacao

6.4 CONDI(}()ES GASTRINTESTINAIS SIMULADAS

Os resultados da avaliacdo da sobrevivéncia de L. rhamnosus ASCC 290 e L.
casei ATCC 334 apds exposicdo aos fluidos gastrico e intestinal simulados estdo
elencados na Tabela 5.

Aos 120 minutos de experimento, observou-se significativa reducdo na
viabilidade de células livres de L. rhamnosus. As células probitticas apresentaram
maior estabilidade em céapsulas de alginato-quitosana, com um percentual de
sobrevivéncia de 84% ao final da etapa intestinal (p < 0,05). Tanto as bactérias
livres quanto as encapsuladas apresentaram decréscimo significativo entre a
contagem inicial e o tempo de 240 min, apesar de que as revestidas permaneceram
acima de 8 log UFC/g.

Durante a fase gastrica, observa-se que o L. casei livre apresentou queda de
cerca de mais de 1 log a cada etapa. Ainda na forma livre, houve reducéo
significativa (p < 0,05) de 4,61 log UFC/g entre o inicio e o término do teste, obtendo
uma taxa de sobrevivéncia de apenas 57,8%. Similarmente, a diferenca de 1,91 log

UFC/g representou diferenca estatistica para os probidticos encapsulados. Este
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grupo com revestimento polimérico, porém, obteve uma taxa de 86,2% de

viabilidade apoés a etapa intestinal simulada.

Tabela 5. Viabilidade de células livres e encapsuladas de L. rhamnosus e L. casei aos sucos gastrico
e intestinal simulados.

L - Tempo de Células Livres Células
Espécie Probidtica armazenamento Encapsuladas
(dias) log UFC/g
Contagem Inicial 9,19 £ 0,16 AAa 9,65 + 0,05 AAb
L. rhamnosus 60 min (SGS) 9,38 + 0,18 ABa 9,38 £0,11 BBa
ASCC 290 120 (SGS) 7,15 + 0,21 BCa 9,73+ 0,08 CCb
240 (SIS) 7,68 + 0,31 BDa 8,11 + 0,03 DDb
Contagem Inicial 10,92 £ 0,03 ABa 9,54 + 0,02 ABb
i 9,52 + 0,03 BCa 9,54 + 0,15 ACa
L. casei ATCC 334 60 min (SGS)
120 (SGS) 8,38 + 0,03 CDa 8,75+ 0,11 BDa
240 (SIS) 6,31 + 0,21 DEa 8,22 + 0,08 CEb

Valores (médias * desvio padrdo) com letras mailsculas iguais na mesma coluna nao diferem
estatisticamente ao nivel de 5%. A primeira letra mailscula compara a coluna da mesma espécie em
diferentes tempos. A segunda letra mailscula compara 0 mesmo tempo para as diferentes espécies
probidticas. Valores seguidos por letra mindscula iguais na mesma linha nédo diferem ao nivel de 5%.

Anova one way e teste de Tukey.

Comparando as espécies estudadas, observa-se diferenca estatisticamente
significativa entre o L. rhamnosus ASCC 290 e o L. casei ATCC 334, tanto na forma
livre, quanto nas células encapsuladas, no que se refere a fase gastrica e a fase

intestinal.

6.5 ANALISE SENSORIAL DO SORVETE DE CAJA
A aceitacdo dos provadores quanto ao sorvete de caja contendo probiéticos
encapsulados com alginato de calcio e quitosana, quanto aos atributos de aparéncia,

aroma, sabor, textura e impressao global, encontra-se na Figura 7.
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Dos 118 voluntarios selecionados para a analise sensorial, 76% (90) eram
mulheres e 24% (28), homens. A média de idade foi de 23 anos, variando de 18 a 46
anos.

As amostras foram bem aceitas pelos provadores, visto que as atribuicdes
médias variaram de “gostei moderadamente” a “gostei muito” (7,58 + 0,55). O
atributo aroma obteve a menor pontuacéo (6,91 + 1,54), com relatos de que o cheiro
de caja da formulacdo comercial ndo era tdo evidente quanto o esperado para
produtos deste fruto. As cdpsulas obtidas pelo método de extrusao nao interferiram
na palatabilidade do sorvete, uma vez que a média de aceitagcdo do atributo “textura”

obteve pontuacdo média de 7,96 + 1,06.

Teste de Aceitabilidade

01 ®\2 M3 B4 @S

8,29 7.96
6,91

7,24 7,53

Figura 7. Atributos de Aceitabilidade do sorvete de caja com probidticos encapsulados (1: Aparéncia;
2: Aroma; 3: Sabor; 4: Textura; 5: Impresséo Global).

Os resultados obtidos no teste de intencdo de compra indicam que o
consumidor provavelmente compraria (3,94 + 1,00) o sorvete de caja contendo
probidticos na forma encapsulada. Alguns voluntérios reafirmaram interesse ao
saber do valor funcional do produto e seus efeitos na salde. Dessa forma, o estudo
aponta para a possibilidade de existéncia de um mercado em potencial para

sobremesas congeladas de frutas tropicais contendo probiéticos.
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7 DISCUSSAO

7.1 EFEITO DO CONGELAMENTO SOBRE A VIABILIDADE DAS CEPAS
PROBIOTICAS

O sorvete, por ser um alimento bem apreciado por todas as faixas etarias e
bastante consumido e aceito mundialmente, tem chamado a atencdo da inddstria
alimenticia e de instituicbes de pesquisa. De acordo com Soukoulis, Fisk e Bohn
(2014), essa sobremesa tornou-se veiculo de incorporacdo de ingredientes
benéficos a saude, tais como probidticos, prebidticos e antioxidantes.

A temperatura utilizada no estudo (-18 °C) reduziu a atividade metabdlica das
bactérias, de modo que a producao natural de acidos organicos (SONG; IBRAHIM;
HAYEK, 2012) por parte dos microrganismos adicionados nao foi significante a ponto
de alterar a validade comercial do alimento através das caracteristicas fisico-
guimicas.

Por outro lado, o processo de congelamento promoveu uma reducdo da
viabilidade das espécies selecionadas. Isso se deve ao estresse mecanico e a
cristalizacao das estruturas celulares dos probiéticos, de forma que quanto maior o
tempo de exposicdo as baixas temperaturas, menor a atividade celular (TRIPATHI;
GIRI, 2014). Além disso, o alto conteddo de oxigénio presente no sorvete
desfavorece a sobrevivéncia dessas bactérias acido-laticas, conhecidas por ter
afinidade por ambientes anaerdbios (HOMAYOUNI et al., 2012).

Este efeito foi observado mais nitidamente na populacdo de células nao
encapsuladas, uma vez que estdo em contato direto com o alimento e sem nenhum
tipo de protecdo, com perdas de 3,48 e 2,08 log UFC/g para Lactobacillus
rhamnosus ASCC 290 e Lactobacillus casei ATCC 334, respectivamente, ao longo
dos 150 dias de experimento. Comparando trés espécies probidticas, Reale et al.
(2015) observaram que o L. casei apresenta maior tolerancia a fortes mudancgas de
temperatura.

A aplicacdo da cultura fresca hidratada no sorvete antes do congelamento
tem melhor influéncia na sobrevivéncia do que a adicéo direta de células liofilizadas
(CHAMPAGNE et al.,, 2015). Champagne et al. (2015) mostraram que o L.
rhamnosus microencapsulado com chocolate apresentaram saldo positivo em
relacdo as células liofilizadas e também quando comparadas com a espécie

Bifidobacterium longum.
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Alamprese et al. (2005) relatam uma redugéo de apenas 0,2-0,3 log UFC/g no
dia 0, ou seja, logo ap6s o congelamento (-28 °C) do sorvete contendo L. rhamnosus
GG. No presente estudo, também houve diferenca estatisticamente significante entre
a contagem inicial das células na forma livre e imediatamente apds o congelamento.

Em 12 semanas de sorvete estocado a -19 °C (ABGHARI et al., 2011), a
espécie L. rhamnosus apresentou viabilidade superior a 10’ UFC/g,
semelhantemente ao encontrado neste trabalho (7,57 + 0,03 log UFC/g). Outro
estudo (SONGTUMMIN; LEENANON, 2016) mostrou uma quantidade média de 7,51
log UFC/g desta espécie probidtica ao findar de dois meses. Porém, de acordo com
0s resultados aqui descritos e com o relatado na literatura, sugere-se que a
tendéncia deste numero € decrescer enquanto o tempo de armazenamento
aumenta.

Em estudo com sorvetes adicionados de antioxidantes naturais, Sagdic et al.
(2010) inocularam L. casei (variedade shirota) em concentracdo de
aproximadamente 10°. Durante os 60 dias de experimento, relatou-se uma contagem
de 7,21 log UFC/mL, de forma que supde-se que os antioxidantes foram capazes de
proteger as células das injarias do alimento congelado.

A queda da populacdo de células viaveis em curto periodo de tempo também
€ observada em outras pesquisas envolvendo a espécie L. casei. Conforme
resultados publicados por Souza et al. (2009), a concentracdo probidtica alcancada
no 28° dia de contagem/experimento girou em torno de 6,32 log UFC/g de sorvete
caseiro. Valores maiores sao encontrados em condi¢cdes simuladas de um sorvete,
onde, comparando-se trés espécies probidticas, o Lactobacillus casei apresentou
uma maior taxa de sobrevivéncia (em média 10%) ao longo de trés meses
(HOMAYOUNI et al., 2008b).

Diversos trabalhos (HOMAYOUNI et al.; COOK et al., 2012; RATHORE et al.;
MENEZES et al., 2013; GASPERINI; MANO; REIS, 2014) relatam a tecnologia de
microencapsulacdo como uma alternativa eficaz na protecdo e prolongamento da
viabilidade dos microrganismos probiéticos aplicados em produtos alimenticios.

Como observado nos resultados, o presente estudo obteve uma taxa de
aproveitamento de 2,62 log UFC/g das células encapsuladas de L. rhamnosus em
relacdo as bactérias livres. Apesar do valor inferior (0,7 log UFC/g de sorvete), a
viabilidade do L. casei ao longo dos 150 dias de armazenamento também foi

significativamente maior na forma encapsulada do que nas células livres (p < 0,05).
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Simulando as condicbes de armazenamento congelado (-15 °C), Xu et al.
(2016) encontraram 66.9% de viabilidade do L. casei ATCC 393 encapsulado, valor
significativamente mais expressivo do que o observado na populacdo de bactérias
livres.

Da mesma maneira, comparando as células livres, Songtummin e Leenanon
(2016) obtiveram aproveitamento de 0,6 log UFC/g para o L. casei encapsulado com
alginato a 1%, permitindo chegar a oitava semana de refrigeracdo acima de 8 log,
similar ao presente trabalho (8,10 + 0,18 aos 60 dias).

Apesar de até o momento ndo haver descri¢cdes na literatura de L. rhamnosus
encapsulados para aplicacdo em sorvete, outros trabalhos estabelecem bem que a
técnica de microencapsulacdo com biopolimeros favorece a viabilidade celular ao
longo do tempo em diversos produtos alimentares, como iogurtes (KRASAEKOOPT;
WATCHARAPOKA, 2014), sucos (SILVA et al., 2014a), carnes (CORBO et al.,
2016), maionese (BIGDELIAN et al., 2014), paes (SILVA et al., 2014a), queijo
(AMINE et al., 2014), geleia e néctares (GARCIA-CEJA et al., 2015).

Um produto de elevada acidez pode comprometer a viabilidade do
microrganismo (FRAGOSO et al., 2016). A inoculacdo dos probiédticos na fase final
da mistura do sorvete, antecedendo apenas o resfriamento, evita a fermentagcao do
produto e mantém o pH em torno de 6,0 (SAGDIC et al., 2010; ABGHARI et al.,
2011; KUMAR; DAVID, 2016). Portanto, este fator somado ao congelamento de -18
°C contribuiu para que ndo houvesse diferencas significativas (p < 0,05) de pH e
acidez total titulavel entre as células livres e encapsuladas de L. rhamnosus e L.
casei no dia 150.

7.2 EFICIENCIA DA ENCAPSULAGAO POR EXTRUSAO

Com relacdo a andlise de eficiéncia da encapsulacdo (EE), os altos valores
obtidos (73,8% para L. rhamnosus e 79,5% para L. casei) indicam compatibilidade
do método de extrusdo de alginato de sédio em CaCl, e posterior revestimento com
guitosana com os probiéticos selecionados (Xu et al, 2016). A encapsulacéo de L.
rhamnosus apresentou queda de mais de 3 ciclos logaritmicos na sua viabilidade,
comparando a concentracao celular que iniciou o processo. O L. casei demonstrou
melhor eficiéncia, com subtragcédo de 2,46 log da contagem inicial, sugerindo-se que

esta espécie possua maior capacidade de ligacdo com o polimero.
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Comparado ao método de emulsdo, amplamente empregado para producéo
de cépsulas contendo probidticos, os resultados deste estudo foram satisfatorios,
tendo em vista artigos reportando taxas de EE variando de 22 a 50% (CHAVARRI et
al., 2010; ZOU et al., 2011; CAl et al., 2014).

Além de a extrusdo ser uma técnica simples, acessivel e de baixo custo
(LOTFIPOUR; MIRZAEEI; MAGHSOODI, 2012), alguns autores reportam eficiéncia
de encapsulacao de 89-98% (NAG; HAN; SINGH, 2011; LOTFIPOUR; MIRZAEEI;
MAGHSOODI, 2012; SHINDE; SUN-WATERHOUSE; BROOKS, 2013; TEE et al.,
2014).

7.3 SIMULACAO GASTRICA E INTESTINAL

Conforme descrito por Xu et al. (2016), as células livres de L. casei ATCC 393
apresentaram queda substancial (5,22 log) apdés 2h de simulagdo gastrica, ao
contrario das encapsuladas com alginato-proteina de ervilha (0,03 log). Padréo
semelhante foi observado no presente estudo, porém a cepa utilizada — L. casei
ATCC 334 - reduziu 2,54 log UFC/mL até o final da fase gastrica (120 min) no
formato livre, quase metade em relacdo ao trabalho citado. O grupo encapsulado
sofreu perda de apenas 0,79 log UFC/mL.

Capsulas de alginato/quitosana/carboximetil-quitosana também foram
capazes de auxiliar as células de L. casei ATCC 393 a terminarem a simulacao das
condi¢cdes gastrintestinais em 7,42 log UFC/g (LI et al., 2011). Além disso, as
matrizes contribuiram no prolongamento a vida de util celular apés quatro semanas
em refrigeracéo a 4°C.

Em estudo com L. rhamnosus microencapsulados com alginato e goma de
alfarroba, os autores Cheow, Kiew e Hadinoto (2014) constataram viabilidade de
guase 95% das células apds submissao aos fluidos gastricos e intestinais simulados.
A pesquisa ainda aponta sobrevivéncia de menos de 20% das bactérias
encapsuladas apenas com alginato, indicando que o polimero isoladamente
apresenta limitacbes no transporte adequado dos probidticos ao intestino
(LOTFIPOUR; MIRZAEEI; MAGHSOODI, 2012).

Utilizando capsulas de alginato-quitosana, Abbaszadeh et al. (2014)
observaram viabilidade 87 vezes maior em L. rhamnosus, em detrimento as suas
células na forma livre. A literatura cientifica ainda relata a co-encapsulacdo de

alginato-quitosana com inulina, trazendo taxa de sucesso de até 27,7% de L.
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rhamnosus GG em simulacao da transicao gastrintestinal (GANDOMI et al., 2016). O
alginato de calcio associado ao amido resistente também permite contagens
significativamente superiores as células ndo encapsuladas, permanecendo dentro
dos valores estipulados para alimentos probioticos (ZIAR; GERAR; RIAZI, 2012).

Comparando as células livres as microencapsuladas, os resultados desta
pesquisa apresentaram um saldo positivo, sobretudo na espécie L. casei ATCC 334,
uma vez que apos os 240 minutos de teste, as bactérias que receberam protecéo de
alginato e quitosana foram contabilizadas a 8,22 + 0,08 log UFC/mL, com quase 2
ciclos logaritmicos a mais que as células livres. Desde a contagem inicial (pré-teste)
até a etapa final de simulacdo com suco intestinal, foi perdido um total médio de 4,61
logs de L. casei livres.

Zanjani et al. (2014) afirmam que a quitosana desempenha papel essencial no
aumento da viabilidade de células probitticas. Em seu trabalho com L. casei ATCC
39392 e Bifidobacterium bifidum ATCC 29521, foi constatada diferencga significativa
entre os grupos livres e os encapsulados com alginato-amido-quitosana ao fim de
120 min de simulagdo gastrica e intestinal. O mesmo acontece com capsulas de
alginato-quitosana pelo método de spray-drying, que apés 6h de simulacdo do trato
gastrointestinal humano permaneceram em 8,04 = 0,03 log, enquanto que as livres
decresceram de 8,12 + 0,2 para 6,66 + 0,13 (IVANOVSKA et al., 2012).

7.4 ACEITABILIDADE DO SORVETE DE CAJA COM CAPSULAS

A adicdo de 10% de céapsulas no sorvete de cajd nado prejudicou
sensorialmente a textura do sorvete, de modo que alguns provadores voluntarios
relataram nao ter sentido a sua presenca. Sorvetes de diferentes sabores e
formulacdes, igualmente adicionados de microrganismos probiéticos envoltos por
capsulas, também apresentaram boa aceitabilidade por parte dos consumidores
(KRASAEKOOPT et al, 2008; KARTHIKEYAN et al, 2014; SONGTUMMIN;
LEENANON, 2016), o que leva a conclusao de que a encapsulacdo nao tem efeito

negativo sobre a aceitabilidade do produto.
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8 CONCLUSOES

A microencapsulacdo utilizando alginato-quitosana é eficiente e apresenta
taxa de viabilidade das cepas probitticas escolhidas no estudo superior as
livres, sobretudo de L. casei;

As células de ambas as espécies foram eficientemente preservadas dentro
das capsulas, portanto, os sorvetes contendo as bactérias com esta protecao
podem ser considerados alimentos com alegag¢des funcionais;

As cdpsulas de alginato de célcio revestidas de quitosana fornecem protecao
contra as condi¢des adversas do trato gastrintestinal;

O sorvete de caja contendo probidticos encapsulados com alginato de célcio e
guitosana tem boa aceitacéo pelos provadores, com probabilidade de compra

entre a populacdo estudada.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolug&o 466/12)

Convidamos o(a) Sr.(a) para participar como voluntario(a) da pesquisa
VIABILIDADE DE Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus casei
ENCAPSULADOS EM SORVETE DE CAJA, que esta sob a responsabilidade da
pesquisadora Thaisa Gabriela Silva de Farias (Rua Prof. Antdnio Coelho
190,Varzea, Recife; 81 99946-6224; thaisasfarias@gmail.com). A pesquisa esta sob
a orientagdo da Prof. Dra. Tania Lucia Montenegro  Stamford
(tlmstamford@yahoo.com.br) e co-orientacdo da Prof. Dra. Thatiana Montenegro
Stamford Arnaud (thatianaarnaud@hotmail.com).

Apés ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar a
fazer parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que
estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em
caso de recusa o (a) Sr. (a) ndo sera penalizado (a) de forma alguma. O (a) Senhor
(a) tem o direito de retirar 0 consentimento a qualquer tempo, sem qualquer
penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

> Esta pesquisa consiste na adicdo dos probidticos (bactérias benéficas a
saude) Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus casei ao sorvete. O objetivo é
verificar se a bactéria revestida com um material comestivel (encapsulada) possui
maior sobrevivéncia do que sem o revestimento. Através da analise sensorial podera
ser avaliada a aceitacéo e a intencao de compra deste novo produto.
> O participante sera convidado a provar uma amostra de sorvete contendo 0s
probidticos. Sera necessaria apenas uma Unica participacdo do voluntario no
laboratorio, em data e horario pré-estabelecido e em comum acordo entre este e 0s
condutores da pesquisa.
> Riscos: O principal risco consiste em alergias que 0 participante possua a
algum dos componentes da amostra. Por este motivo, individuos alérgicos a
crustaceos (caranguejo, camardo ou lagosta) nao devem participar da analise. Este
risco sera amenizado através de esclarecimento sobre as substancias constituintes
do sorvete e das capsulas.
> Beneficios: Os participantes contribuirdo para o desenvolvimento da
pesquisa na area de probioticos e alimentos funcionais, sendo parte essencial para
finalizacdo deste trabalho, uma vez que sua opinido a respeito do produto refletira a
aceitacdo deste por um publico maior. Além disso, o provador sera beneficiado
através do consumo de um alimento com efeitos positivos na sua saude.
> Todas as informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas
apenas em eventos ou publicacbes cientificas, ndo havendo identificacdo dos
voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo
sobre a sua participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa (formulérios) ficarao
armazenados em pastas de arquivos e no computador pessoal da pesquisadora
responsavel, pelo periodo minimo de 5 anos.

» Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé
podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
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UFPE no endereco: Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade
Universitaria, Recife-PE). Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br.

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO(A)

Eu, , CPF
, abaixo assinado, apos a leitura (ou a escuta da leitura)
deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as
minhas dividas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo
VIABILIDADE DE Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus casei
ENCAPSULADOS EM SORVETE DE CAJA, como voluntario(a). Fui devidamente
informado(a) e esclarecido(a) pelo(a) pesquisador(a) sobre a pesquisa, 0sS
procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.

Recife, / 01/ 2017
Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a
pesquisa e 0 aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas nao ligadas a
equipe de pesquisadores)

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura;
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APENDICE B - Formulario de Andlise Sensorial

NOME: SEXO:

IDADE: AMOSTRA: DATA: /01/2017

1. TESTE DE ACEITABILIDADE

Vocé esta recebendo uma amostra de sorvete de caja. Por favor, prove a amostra e
avalie quanto a aparéncia, aroma, sabor, textura e a impressao geral/global, o
guanto vocé gostou ou desgostou do produto:

9 gostei extremamente (adorei)

8 gostei muito Aparéncia ¢ )
7 gostei moderadamente Aroma ()
6 gostei ligeiramente Sabor ( )
5 nem gostei/nem desgostei Textura ()
4 desgostei ligeiramente

3 desgostei moderadamente Impressao global )

2 desgostei muito
1 desgostei extremamente (detestei)

2. TESTE DE INTENCAO DE COMPRA

Vocé recebeu uma amostra de sorvete. Por favor, avalie também a sua intencéo de
compra caso vVocé encontrasse este produto a venda:

5 certamente compraria

4 provavelmente compraria

3 tenho davidas se compraria Nota da Amostra ( )

2 provavelmente ndo compraria

1 certamente ndo compraria

Comentarios:
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ANEXO A - Aprovacéo da Pesquisa pelo Comité de Etica do CCS/UFPE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE W““‘
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

GEP-BC5- LFFE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EFEITO DO ENCAPSULAMENTO NA VIABILIDADE DE Lactobacillus rhamnosus e
Bifidobacterium longum EM SORVETE

Pesquisador: THAISA GABRIELA SILVA DE FARIAS

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 51469315.0.0000.5208

Instituicdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.401.798

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de pesquisa do mestrado em alimentos da Pés-Graduagao em Nutricao/UFPE, orientado pela Prof?
Tania Lucia Montenegro Stamford. O interesse crescente por uma vida mais saudavel tem proporcionado o
desenvolvimento da pesquisa e producao de alimentos que fornegcam beneficios a saude. Desta forma, os
alimentos funcionais tém ganhado a atengao e a preferéncia do consumidor. Dentre os alimentos
funcionais, existem os adicionados de probiéticos, que sdo microrganismos vivos benéficos, que além de
aumentarem o valor nutricional do alimento, proporcionam ao seu hospedeiro efeitos positivos na sadde,
como redugao do colesterol, melhora do transito intestinal e facilidade na digestao da lactose. O sorvete &
uma sobremesa bem apreciada e aceita por todas as faixas etarias, tornando-se uma opgao de insergao
desses microrganismos na dieta. Todavia, o sorvete apresenta alto teor de oxigénio dissolvido, além da
baixa temperatura de armazenamento, que podem comprometer a viabilidade dos probiéticos nesse
alimento. A técnica de microencapsulacao oferece as células bacterianas protegao e isolamento das
condicdes adversas do produto, além de aumentar sua sobrevivéncia em ambientes de condi¢cdes extremas,
como o trato gastrintestinal, que conta com enzimas digestivas e pH ora acido, ora alcalino. P

Endereco: Av. da Engenharia s/n® - 12 andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br

Pagina 01 de 04
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE W"“‘
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

GEP-B05- LFF:

Continuacao do Parecer: 1.401.798

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primério:

Investigar o efeito da encapsulagdo com quitosana e alginato de célcio na viabilidade do Lactobacillus
rhamnosus e Bifidobacterium longum ao longo

da vida de prateleira do sorvete.

Objetivo Secundario:

Produzir e caracterizar as microcapsulas de quitosana e alginato de célcio contendo Lactobacillus
rhamnosus e Bifidobacterium longum;*Determinar e comparar a viabilidade das bactérias
microencapsuladas e livres no sorvete;* Determinar e comparar qual espécie probidtica obteve melhor
desempenho ao longo da vida de prateleira;s Verificar a capacidade de sobrevivéncia dos probiéticos
através de simulagédo de condigbes do trato gastrintestinal;» Analisar sensorialmente os atributos de
qualidade para sorvetes durante o periodo de armazenamento.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Bem delineados no projeto e TCLE.

Comentarios e Considerac6es sobre a Pesquisa:

Aplicando a metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008), seré utilizada uma escala hedénica de nove pontos
para o teste de aceitabilidade. Os voluntarios julgarao os atributos de preferéncia global, aparéncia, aroma,
sabor e textura através de uma pontuagdo (1 = desgostei extremamente; 9 = gostei extremamente).
Também serdo avaliado quéo ideal esta o teor de acidez e dogura dos sorvetes através de escala de 7
pontos (+3 = muito + acida/doce que o ideal; -3 = muito — acida/doce que o ideal).

Ainda serd avaliada a intengdo de compra, seguindo o protocolo da mesma instituicdo. Nesta etapa, sera
empregada a escala heddnica de cinco pontos (1 = certamente ndo compraria; 3 = talvez comprasse/talvez
nao comprasse; 5 = certamente compraria).Para esta andlise sera utilizado um painel de 120 provadores
voluntarios, estudantes e servidores ligados ao departamento de Nutrigdo da UFPE (Recife), acima de 18
anos de idade e saudaveis.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Adequados em quantidade e qualidade, de acordo com as normas do CEP.

Recomendacoes:
Nnehuma.

Endereco: Av. da Engenharia s/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UE: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE W"‘“‘
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

- GC5- APt

Continuacao do Parecer: 1.401.798

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Nenhuma.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

O Protocolo foi avaliado na reuniao do CEP e esta APROVADO para iniciar a coleta de dados. Informamos
que a APROVACAO DEFINITIVA do projeto s6 seré dada ap6s o envio do Relatério Final da pesquisa. O
pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatério Final para envia-lo via “Notificagao”, pela
Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatério Final”, disponivel no site do
CEP/CCS/UFPE. Apos apreciagao desse relatorio, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado definitivo
pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano nédo previsto ao voluntario participante (item V.3.,
da Resolugdo CNS/MS N¢ 466/12).

Eventuais modificagées nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execug¢éo, é obrigatério que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatérios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagao (item X.1.3.b., da Resolugdo CNS/MS N2 466/12).

O CEP/CCS/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5., da Resolucdo CNS/MS N2 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido
em outro centro) e ainda, enviar notificacdo a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com
seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 01/12/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 609645.pdf 11:28:11
Projeto Detalhado / |EFEITO_DO_ENCAPSULAMENTO_NA| 01/12/2015 |THAISA GABRIELA | Aceito
Brochura _VIABILIDADE_DE_Lactobacillus_rham 11:23:18 |SILVA DE FARIAS
Investigador nosus_e_Bifidobacterium_longum_EM_

SORVETE.docx

Endereco: Av. da Engenharia s/n® - 12 andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br
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GEP- G05- UFFE

Continuacao do Parecer: 1.401.798

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

QG

mo

TCLE / Termos de | TCLE.docx 01/12/2015 | THAISA GABRIELA Aceito
Assentimento / 11:18:26 |SILVA DE FARIAS
Justificativa de
Auséncia
Outros Lattes_Thaisa_Gabriela_Silva_de_Faria| 24/11/2015 |THAISA GABRIELA | Aceito
s.docx 12:29:49 | SILVA DE FARIAS
Outros Lattes_Tania_Stamford.docx 24/11/2015 | THAISA GABRIELA Aceito
12:29:27 [SILVA DE FARIAS
Outros Lattes_Thatiana_Montenegro_Stamford | 24/11/2015 | THAISA GABRIELA | Aceito
Arnaud.docx 12:28:47 | SILVA DE FARIAS
Qutros Carta_de_anuencia_Thaisa_Farias.pdf 24/11/2015 | THAISA GABRIELA Aceito
12:27:31 __[SILVA DE FARIAS
Folha de Rosto Folha_de_Rosto_Thaisa_Farias.pdf 24/11/2015 | THAISA GABRIELA Aceito
12:25:33 _[SILVA DE FARIAS

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Endereco:

Bairro: Cidade Universitaria
Municipio:
(81)2126-8588

UF: PE
Telefone:

RECIFE, 03 de Fevereiro de 2016

Assinado por:

LUCIANO TAVARES MONTENEGRO

(Coordenador)

Av. da Engenharia s/n® - 12 andar, sala 4, Prédio do CCS

CEP: 50.740-600
RECIFE

E-mail:

cepccs@ufpe.br
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