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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo elaborar microcdpsulas da polpa da ameixa
probidtica ndo lactea por liofilizacdo, por meio da adicdo da bactéria probidtica
Bifidobacterium animalis subsp. Lactis, utilizando diferentes concentragdes de
maltodextrina e inulina (3, 5, 7%), e submetidos posteriormente a diferentes temperaturas
de congelamento (-50, -100 e -150 °C) e tempos de congelamento (2, 4 e 6 horas). As
amostras da polpa da ameixa in natura, fermentada e as microcdpsulas foram
caracterizadas quanto aos parametros fisico-quimicos, rendimento, compostos bioativos
e analises tecnologicas. As microcapsulas também foram submetidas a testes de
viabilidade da bactéria probidtica (B. animalis subsp. Lactis) durante o armazenamento a
uma temperatura de 25°C. Um planejamento fatorial 2* com pontos centrais totalizando
11 experimentos, visando a otimizagdo do processo de secagem. A liofilizacdo das
microcapsulas foi realizada em liofilizador de bancada durante de 48 horas. O processo
de microencapsulacdo da ameixa probidtica demostrou-se 6tima eficiéncia com relacdo a
remog¢ao agua livre presente nesta matriz alimentar, uma vez que as polpas da ameixa
probidtica liquida obteve valores de teor de agua acima de 87% e apds o processo de
microencapsulagdo por liofilizagdo, as microcapsulas apresentaram valores abaixo de
3.76% e consequentemente valores reduzidos foram obtidos para atividade de dgua, o que
promove melhor estabilidade para as microcapsulas durante o processo de
armazenamento. Além disso, a reducdo do teor de agua da polpa probiotica liquida
promoveu as microcapsulas aumento na concentrac¢ao dos acidos organicos, uma vez que
as microcapsulas possuem maiores teores em relacdo a acidez totais. Com relagdo aos
teores dos compostos bioativos, todos os experimentos desenvolvidos nesta pesquisa,
possuem valores com elevada concentracdo, porém os compostos fendlicos totais e os
taninos possuem destaque nesta, uma vez que foram os componentes organicos com
maiores concentracdo quanto para as amostras da polpa liquida como para as
microcapsulas. Com relagdo a viabilidade celular da bactéria probidtica, a polpa liquida
obteve valores maximos variando de 2,98x10' a 2,88x10''(UFC/ml) para as formulacdes
desenvolvidas com as menores concentragdes de maltodextrina e inulina (agentes
carreadores). Para as microcapsulas probioticas, as variaveis independentes do processo
de microencapsulacao, promoveu efeito significativo, tendo em vista que os experimentos
submetidos a menores temperaturas com maior tempo de congelamento e maiores

concentragdes dos agentes carreadores, apresentaram maiores concentragdes de células
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vidveis. Comportamento semelhante foi observado para a eficiéncia do processo por
apresentar efeito significativo, com valor maximo de 97%. O processo de
microencapsulacdo por liofilizagao resultou com taxas de rendimentos bem reduzidas em
todos os experimentos desenvolvidos nesta pesquisa, sem efeitos significativos. Durante
0 armazenamento das microcapsulas da ameixa probidtica, ocorreu uma reducao natural
em relagdo a viabilidade da bactéria probiotica, porém ao término do periodo de 28 dias
de armazenamento, as microcapsulas ndo apresentaram reducdo em seu ciclo logaritmo,

o pode ser considerado alimento com propriedades probidticas.

Palavras-chave: Prunus salicina lindl, ameixa; Bifidobacterium animalis ssp; alimentos

funcionais; microencapsulacao; liofilizagao.



ABSTRACT

The present work had as objective to elaborate microcapsules of the pulp of the non-dairy
probiotic plum by lyophilization, through the addition of the probiotic bacterium
Bifidobacterium animalis subsp. Lactis, using different concentrations of maltodextrin
and inulin (3, 5, 7%), and subsequently subjected to different freezing temperatures (-50,
-100 and -150 °C) and freezing times (2, 4 and 6 hours) . The fresh and fermented plum
pulp samples and the microcapsules were characterized in terms of physicochemical
parameters, yield, bioactive compounds and technological analysis. The microcapsules
were also submitted to viability tests of the probiotic bacteria (B. animalis subsp. Lactis)
during storage at a temperature of 25°C. A 23 factorial design with central points totaling
11 experiments, aimed at optimizing the drying process. The lyophilization of the
microcapsules was carried out in a benchtop lyophilizer for 48 hours. The
microencapsulation process of the probiotic plum showed great efficiency in relation to
the removal of free water present in this food matrix, since the pulps of the liquid probiotic
plum obtained water content values above 87% and after the microencapsulation process
by freeze drying , the microcapsules presented values below 3.76% and consequently
reduced values were obtained for water activity, which promotes better stability for the
microcapsules during the storage process. Furthermore, the reduction in the water content
of the liquid probiotic pulp promoted an increase in the concentration of organic acids in
the microcapsules, since the microcapsules have higher contents in relation to total
acidity. Regarding the contents of bioactive compounds, all the experiments carried out
in this research have values with high concentration, but the total phenolic compounds
and tannins stand out in this, since they were the organic components with the highest
concentration as for the liquid pulp samples as for the microcapsules. Regarding the cell
viability of the probiotic bacteria, the liquid pulp obtained maximum values ranging from
2.98x10" to 2.88x10'(CFU/ml) for the formulations developed with the lowest
concentrations of maltodextrin and inulin (carrier agents). For the probiotic
microcapsules, the independent variables of the microencapsulation process, promoted a
significant effect, considering that the experiments submitted to lower temperatures with
longer freezing time and higher concentrations of carrier agents, had higher
concentrations of viable cells. A similar behavior was observed for the efficiency of the
process as it presents a significant effect, with a maximum value of 97%. The freeze-

drying microencapsulation process resulted in very low yield rates in all the experiments
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carried out in this research, with no significant effects. During the storage of the probiotic
plum microcapsules, there was a natural reduction in relation to the viability of the
probiotic bacteria, but at the end of the 28-day storage period, the microcapsules showed
no reduction in their logarithmic cycle, which can be considered food with probiotic

properties.

Keywords: Prunus salicina lindl; plum; Bifidobacterium animalis ssp; functional foods;

microencapsulation; lyophilizatio.
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1. INTRODUCAO

A ameixa ¢ uma das frutas mais populares do mundo e possui um papel importante
no desenvolvimento e na manuten¢do da economia agricola. A ameixa japonesa (Prunus
salicina. Lindl.) contém em sua composi¢ao quimica elevada concentragao de compostos
bioativos, principalmente carotenoides, polifenois, vitamina C e antocianinas. As ameixas
sdo colhidas na fase inicial da maturagdo e armazenadas sob refrigera¢do. No entanto as
ameixas possuem alto grau de deterioragdo, em que boa parte dos frutos se perdem
durante a colheita, transporte ¢ armazenamento. Com isso, surge a necessidade de estudar
e aplicar tecnologias que tem como objetivo conservar as propriedades nutricionais, além
de prolongar a vida util do produto (ALET et al., 2014; EL-SHARKAWY et al., 2016;
PAN et al., 2016).

Os compostos bioativos presentes nas frutas sdo sensiveis e prolongar suas
funcdes biologicas ¢ de suma importancia. A fermentacdo da polpa de frutas utilizando
culturas probidticas, como Lactobacillus e Bifidobacterium promove a conservagao
desses compostos (VARELO-CASES et al., 2017). Com acdo de algumas enzimas
especificas durante a fermentacao, as bactérias probidticas tem a capacidade de liberar os
fenolicos juntamente com outros componentes, principalmente alguns tipos de aglicares

(DELGADO et al., 2019; KAPRASOB et al., 2017).

As polpas de frutas fermentadas utilizando bactérias probidticas sdo uma otima
opcao para o consumo de alimentos probidticos com potencial funcional, especialmente
para as pessoas que possuem algum tipo de restricdo alimentar com relagdo a ingestao de
alimentos a base de lactose e caseina. Porém, apos o processo de fermentagdo ocorre a
redugdo natural na taxa de sobrevivéncia das células viaveis das bactérias probioticas,
sendo considerado uma das desvantagens do processo. Portanto, a aplicacdo da
encapsulacdo ¢ de extrema importdncia na manuten¢do dessas bactérias, além de

aumentar a vida util do produto (VIVEK et al., 2019; MANSOURIPOUR et al., 2013).

A encapsulagdo por liofilizagdo ¢ um processo de secagem a frio onde uma
determinada substancia ¢ desidratada por sublimagdo. A secagem por liofilizagdo possui
trés etapas distintas sendo a primeira o congelamento, seguido pela primeira secagem e

por fim ocorre a secagem secundaria (FISSORE et al., 2019).
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A liofilizagdo possui varias vantagens e ¢ considerado um dos melhores métodos
de conservacdo de bactérias benéficas. No entanto, algumas etapas da liofilizacao
necessitam de melhorias, para que os resultados sejam os melhores possiveis. Durante as
etapas da liofilizacdo, a exposi¢ao nao otimizada do material a ambientes extremos possui
efeito negativo na integridade na parede celular (DIANAWATI et al., 2013; WANG et
al., 2019). As mudangas podem promover danos na fisiologia e reduzido varias fungdes
bioldgicas das células. Todas as varidveis do processo devem ser otimizadas, incluindo
as diferentes condigdes de congelamento-descongelamento, temperatura da amostra e
temperatura de pré-congelamento, além disso a sensibilidade da cepa probiotica deve ser
considerada quando submetido ao processo de liofilizagdo (POLO et al., 2017; WANG et
al.,2019).

Diante do exposto, surge a necessidade em estudar e desenvolver um novo produto
alimenticio a partir do crescimento da bactéria probidtica da ameixa, analisando a melhor
eficiéncia do processo com relacdo ao niumero de células viaveis, rendimento do processo
de encapsulagdo, além de analisar a composi¢ao quimica, fisico-quimica e propriedades

tecnologicas.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Microencapsular  probidticos pelo processo de liofilizagdo utilizando

malrodextrina como agente encapsulante e inulina como agente probidtico em polpa de

ameixa.

1.1.2

Objetivos especificos
Analisar as caracteristicas quimicas e fisico-quimica da ameixa in natura;

Avaliar o efeito da adi¢do das diferentes concentragdes dos agentes carreadores
(maltodextrina e inulina) na viabilidade celular e nas caracteristicas fisico-

quimica da polpa probidtica;

Realizar o processo microencapsulacao da polpa da ameixa probiotica por

liofilizagao;

Caracterizagdo fisico-quimica e quimica das microcépsulas da ameixa

probiotica;

Estudar os efeitos das condigdes operacionais do processo de microencapsulagao
por liofilizagao em relagdao ao rendimento do processo, viabilidade celular e

eficiéncia da microencapsulagao;
Avaliar as propriedades fisicas das microcépsulas;

Analisar a viabilidade da bactéria probiotica durante o periodo de

armazenamento.
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2. Revisao Bibliografica
2.1 A ameixa

O género Prunus possui mais de 400 espécies identificadas, dentre elas as
ameixas, péssegos, améndoas e cerejeiras apresentam destaque devido a sua impoténcia
comercial em todo o planeta. Entre as diferentes espécies de ameixas, a ameixeira
japonesa (Prunus salicina Lindl) € considerada uma das espécies com maior potencial de
venda no comércio internacional. Esta espécie foi introduzida e ¢ cultivada em boa parte
do mundo, em diferentes climas, sendo inserida em boa parte da América do Norte e na
China no século 19. Grande parte das ameixas cultivadas no mundo, fazem parte das
selegdes oriundas da California no final do século 19 e inicio do século 20 (DAS, 2012;

MNEIJJA et al., 2004).

Figura 2.1- ameixa japosnesa (Prunus salicina Lindl)
Fonte: CEAGESP, 2021.

As ameixas pertencem a familia das Roséaceas, fazendo parte de uma enorme
classificagdo de frutos dicotiledoneas. A ameixa € uma das frutas mais cultivadas em todo
mundo, ocupando uma area de 2,61 milhdes de hectares e apresentando uma produgao
11,76 milhdes de toneladas por ano. Paises como China, Roménia, Estados Unidos,

Sérvia, e Ird sdo os maiores produtores e exportadores dessa fruta (FAOSTAT, 2018).

No Brasil, o cultivo da ameixa estd em constante crescimento ocupado uma area
de producdo em torno de 4.415 hectares. A produgdo dessa fruta possui influéncia positiva
na economia, uma vez que o cultivo da ameixa ¢ responsavel por gerar empregos e renda
nas fazendas. O cultivo da ameixa em solo brasileiro esta concentrado regido sul e sudeste
do pais, sendo os maiores produtores os Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina,

Parand, Sao Paulo Minas Gerais, onde ¢ produzida ameixas de cultivares japonesas. No
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entanto, a producao interna nao ¢ suficiente para atender todas as demandas existentes de
consumo, sendo assim ¢ necessario importar uma boa quantidade de frutos com a

finalidade de suprir a deficiéncia na produc¢ao interna (KLEINA et al., 2019).

A ameixa apresenta ampla aceitabilidade pelos consumidores, porém a producao
interna ndo atende a demanda nacional, sendo necessaria a importagao de paises vizinhos,
como o Chile e a Argentina. Entre os anos de 2015 e 2017, as importagdes cresceram
27,5%. Somente no ano de 2017, aproximadamente 12.600 toneladas de ameixas foram
importadas. Por outro lado, as exportagdes foram baixas, chegando a apenas 1.700
toneladas no mesmo ano. Dados estes numeros, ¢ nitido que o mercado brasileiro de
ameixas frescas apresenta grande potencial de expansdo e boas perspectivas de

investimento (AGROSTAT/MAPA, 2018).
2.2 Composiciio quimica e nutricional da ameixa

A elevada taxa de consumo da ameixa em todo mundo tem total relacdo com suas
caracteristicas sensoriais, além de apresentar em sua composi¢do quimica varios
elementos que sdo de suma importancia para as fungdes bioldgicas do organismo humano

(WANG et al., 2018).

As ameixas possuem elevada concentracdo de compostos bioativos, tais como
vitamina C, carotenoides totais, antocianinas e polifendis em especial sustancias
organicas que pertencem ao grupo dos flavonoides e taninos (SAHAMISHIRAZI et al.,
2017; ROUSSOS et al., 2016).

Os minerais representam um componente significativo da composicao quimica da
ameixa. Entre eles, potassio, fosforo, magnésio e célcio estdo presentes em maiores
quantidades, enquanto outros minerais, como sodio, ferro, boro, cromo, manganés, cobre,

e zinco, estdo presentes em quantidades muito menores (COSMULESCU et al., 2017).

A tabela brasileira de composi¢ao de alimentos - TACO (2011) apresenta de forma
detalhada os componentes nutricionais presentes na ameixa in natura. Analisando a
Tabela 2.1, nota-se que a fruta possui baixo valor caldrico, sendo um dos fatores que
possuem importancia na escolha de um alimento, além disso, ameixa apresenta elevado
teor de agua, podendo ocasionar rapida deterioragdo por fatores bioquimicos e

microbiologicos.
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Tabela 2.1. Composi¢do da ameixa

Composicao Quantidade
Umidade (%) 84,8
Proteina (g) 0,8
Carboidratos (g) 13,9
Fibra Alimentar (g) 2,4
Cinzas (g) 0,6
Célcio (mg) 6
Magnésio (mg) 5
Ferro (mg) 0,1
Potassio (mg) 134
Fosforo (mg) 14
Zinco (mg) 0,1
Vitamina C (mg) 7,6
Energia (kcal) 53

Fonte: TACO (2011)

O alto grau de valorizacdo das ameixas entre os consumidores a promoveu em
todo o mundo como uma das frutas mais importantes. Frutos de ameixa sao do ponto de
vista nutritivo e dietético, um componente valioso da dieta humana devido ao seu
conteudo em compostos bioativos. Um volume consideravel de estudos indicou que
aumentou o consumo da fruta, devido a alta concentracao de polifendis, entre outros
nutrientes, o que a faz benéfica para a saide humana (EL-SHARKAWY et al., 2016,
MANSOURIPOUR et al., 2013).

2.3 Alimentos funcionais

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sdo
alimentos funcionais, o alimento ou ingrediente que pode agregar propriedades funcionais
ou de saude, além de conter todas func¢des nutricionais bdsicas, quando se tratar de
nutriente, produzir efeitos metabolicos e ou fisiologicos e ou efeitos benéficos a satde,

devendo ser seguro para o consumo sem supervisao médica (ANVISA, 1999).

A forma de alimentagdo e a escolha dos alimentos tendem a sofrer possiveis
alteragdes com o passar do tempo, sendo assim, a produgdo dos alimentos funcionais em
escala industrial € um segmento em constate crescimento. No qual a industria alimenticia
tem como principal objetivo produzir alimentos que melhorem as condigdes de satude e
reduz possiveis riscos de doengas. Os alimentos funcionais além de saciar a fome, podem
contribuir de forma positiva no melhoramento do rendimento fisico e mental dos

consumidores (ARSLAN-TONTUL et al., 2018).
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Hé4 uma necessidade em estudar os alimentos que podem melhorar o sistema
imunolégico humano. Pesquisas recentes comprovam a eficiéncia dos alimentos
funcionais na regulacdo imunoldgica, atuando no sistema de defesa do hospedeiro contra
possiveis infecgoes, crises alérgicas e diferentes tipos de inflamac¢des (HACHIMURA et

al., 2018).

Devido a seus beneficios e a crescente relevancia de um habito de vida saudavel,
géneros alimentares funcionais estdo se tornando parte da vida dos consumidores,
resultando em um aumento no mercado deste segmento (VECCHIO, 2016). Estima-se
que os produtos alimenticios funcionais tenham um mercado valor de US $ 168 bilhoes

em 2013 e podendo atingir a US $ 300 bilhdes em 2020 (SANTERAMO et al., 2017).

Uma parte dos alimentos funcionais produzidos no mundo possui relagdo com a
produgdo e consumo dos alimentos probioticos, que podem auxiliar na redugdao de
possiveis distirbios gastrointestinais, auxiliam na manuten¢do da microbiota intestinal

(DIANA et al., 2015)
2.3. Alimentos probioticos

Segundo Fuller (1989) os probidticos surgiram com a finalidade de serem um
suplemento alimentar, composto de microrganismos vivos e beneficiando a microbiota
intestinal. A justificativa de consumir alimentos probidticos ¢ aproveitar todos os
beneficios em fungdo da interagdo simbidtica com as bactérias benéficas presentes no
intestino do hospedeiro (SANDERS et al., 2019). A principio, os probidticos eram
definidos de maneira geral como substancias capazes de promover um equilibrio
intestinal. Atualmente, os probiodticos possui uma defini¢do moderna, sendo definido
como microrganismos vivos, que apds a ingestdo em quantidades corretas podem

promover melhorias a satide e bem-estar aos consumidores (HILL et al., 2014).

A funcionalidade dos probiodticos vao além da interagdo positiva da microbiota
intestinal com relagdo a reacdes associadas. Um dos fundamentos para produzir
probidticos de alta eficiéncia € a sua aptidao de aderir ao TGI (trato gastrointestinal), tais
como mucosa intestinal e células epiteliais, com o objetivo de reduzir e/ou evitar serem
inativos ocasionados pela mortalidade intestinal, sendo assim, proliferando em todo o

intestino e promovendo a modulacdo do sistema imunologico ao reduzir todos os agentes

patogénicos (GUIMARAES et al., 2020, SCHEPPER et al., 2017).
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As bactérias probidticas mais utilizadas na producao dos alimentos fermentados
incluem Lactobacilli, Enterococci, Bifidobacteria e Leuconostoc spp. As leveduras como
Saccharomyces spp também sdo utilizados na produgdo de probidticos. A demanda por
alimentos probidticos aumenta a cada ano, com isso, deixa o mercado desde segmento
cada vez mais aquecido, uma vez que os consumidores buscam por alimentos que
possuam beneficios a saide, aumentando o sistema imunoldgico. Atualmente, os
alimentos probioticos sdo comercializados juntamente com os alimentos tradicionais,
sendo disponiveis em diferentes formas como liquido, sé6lido ou em p6 (WAN et al.,

2019).

Durante o armazenamento nas prateleiras dos supermercados, os probidticos
devem ser viaveis no produto alimenticio, sobrevivendo as diferentes condigdes do
estobmago humano, até que possam colonizar o intestino (PEREIRA et al., 2018). De
acordos com varias pesquisas desenvolvidas com probiodticas, consideram a concentragdo
minima de 10°-10® UFC/ g, sendo essa a concentracio ideal para suportar o trato
gastrointestinal, chegando ao intestino na concentracao adequadas (KIM et al., 2018). No
entanto, valor minimo da concentragdo dos probiodticos ndo foi estabelecido, ja que o
comportamento de absor¢do do probiodtico pode apresentar variagdo de acordo com o
organismo do hospedeiro, espécie microbiana e o tipo da matriz alimenticia utilizada na

producdo do probidtico (GOMAND et al., 2019).

Os compostos com propriedades prebioticas fornecem substratos para o
metabolismo das bactérias comensais, em contraste com os probioticos, que entregam
cepas externas de bactérias probidticas. Exemplos de formulagdes prebidticas
suplementadas incluem compostos a base de carboidratos, como frutooligossacarideos e

inulina, bem como polifendis e 4cidos graxos poliinsaturados (SANDERS et al., 2019).
2.4.1 Alimentos probioticos nio lacteo

Com aumento das restricoes alimentares relacionadas ao consumo de produtos
lacteos, devido algum tipo de alergia ou intolerancia a lactose, os alimentos probiodticos
ndo lacteo surgiam com a finalidade de suprir essa demanda dos consumidores com
restri¢des, podendo consumir probidticos sem causar nenhum dano a sua saude. Com isso,
¢ de suma importancia estudar a aplicacao dos probidticos em novas matrizes alimentares,
tais como frutas e vegetais (BEDANI et al., 2014; COSTA et al., 2013; SILVA et al.,
2017; GRANATO et al., 2019).
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As frutas sdo ricas em vitaminas, agucares, minerais, compostos antioxidantes e
fibras alimentares, e com isso possibilita o desenvolvimento de novos produtos
probidticos nao lacteo, uma vez que as frutas possuem em sua composicdo quimica boa
parte dos constituintes necessarios para que ocorra um processo de fermentacao (PERES

etal., 2012; SANTOS et al., 2017).

A¢3o combinada dos probidticos com as frutas pode favorecer de maneira
simultanea os probiodticos e a fibra dietética de que o organismo humano necessita,
justificando que a produgdo de produtos probioticos utilizando frutas ¢ uma tendéncia
promissora na area da ciéncia e tecnologia de alimentos no futuro préximo. A forma mais
utilizada na producdo de polpa de fruta probiodtica ¢ a adi¢do da cultura probidtica na
matriz alimentar de forma direta, tornando o processo mais simples e eficiente (GUAN et

al., 2021).

Além das frutas apresentarem uma Otima aceitagdo, ressaltado suas diferentes
caracteristicas sensoriais, aumenta a disponibilidade em produzir diferentes produtos nao
lacteos, ja que o segmento agricola mundial possui varias espécies de frutas. Nos ultimos
anos, estudos estao sendo realizados e direcionados na produg¢ao de alimentos probioticos
ndo lacteos, analisando o comportamento e viabilidade das bactérias lacteas adicionadas
em diferentes tipos e formas das frutas, com objetivo de obter produtos nutritivos € com
excelente qualidade sensorial (GALLO et al.,, 2014; NIKOLAOU et al.,, 2019;
SPERANZA et al., 2018).

As bactérias do género Bifidobacterium possui destaque dentro do grupo das
bactérias probidticas, sendo uma das mais utilizadas como agente fermentativo na

industria de produtos lacteos (PRASANNA et al., 2014).
2.5 Bifidobacterium

As bifidobacterium sdao bactérias anaerdbias comercializadas em todo planeta,
sendo citados por estudos como os seres microscopicos do filo Actinobacteria mais
antigos do mundo, com 6tima capacidade de adaptagdo ao trato gastrointestinal (TGI) dos
animais que habitavam a terra quando a atmosfera apresentava baixa taxa de oxigénio

(DYACHKOVA et al., 2019; MODESTO et al., 2020).

Incialmente as bifidobacterium foram classficadas dentro do género dos

lactobacillus, porém com aplicagdo de estudos posteriores foram encontrados filamentos
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o que difere dos LAB, passando a ser classificada no filo Actinobacteria. Estas bactérias
geralmente surgem em pares nos formatos de V ou Y. As bifidobacterium sdo
microrganimos nao formadores de esporos, bastonetes pleomorficos, sendo classificado
com um micrébio nao patogé€nico, ou seja, sao inofensivos por nao causar danos a saude

do hospedeiro (ZACARIAS et al., 2020).

As bactérias do género das bifidobacterium possuem seus fatores extrinsecos bem
estabelecidas, uma vez que durante a fermentagao a temperartura ideal ¢ em torno de 37°C
a 41°C, os fatores intrinsecos também sao essenciais para o crescimento desta bactéria,
desde a composicdo centesimal até as caracteristicas quimicas, em que estudos
comprovam que o pH ideal da matriz alimentar deve estar entre 6,5 a 7,0 (SONOMOTO
& YOKOTA, 2011). A utilizacdo de diferentes espécies de bifidobactérias pode
apresentar diferentes beneficios para com a saude do consumidor/hospedeiro, tais como
a regulagdo da microflora intestinal, agdo contra atividades procarcinogénicas no interior
da microbiota, além de auxiliar na produ¢do de vitaminas (TOSCANO et al., 2015;

CHUGH & KAMAL-ELDIN, 2020).

Fundamentalmente, eles estdo sendo explorados como pioneiros de novos
mercados por empresas que oferecem produtos com beneficios tangiveis. De acordo com
um relatério de andlise de mercado divulgado recentemente, o mercado global de
probidticos nos ultimos anos teve um rendimento em torno de US $ 48,38 bilhdes, e as
cepas de probiodticos atualmente mais comuns usados no mercado de alimentos funcionais

sao Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. (GVR, 2019).
2.6 Microencapsulacgio

A tecnologia de microencapsulacdo ¢ um processo industrial em que os agentes
ativos presentes no processo sdo revestidos por um material encapsulante com a
finalidade de promover a formacao de particulas e/ou capsulas em escala manométrica,
dessa forma, minimiza todas as lesdes e impactos com relacdo a perda de células,
resultando na liberagdo controlada de microrganismos. A microencapsulacdo ¢ formada
por dois materiais, em que o primeiro consiste nos materiais revestidos, que sao os agentes
ativos presentes nos produtos, que também pode ser denominado de nucleo, enquanto que
o segundo material consiste nos revestimentos, sendo mais conhecidos como material
transportador e/ou agente encapsulante do processo (DEVI et al., 2017, TYAGI et al.,
2011).
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As microcapsulas presentes no processo sao formadas por agentes encapsulantes,
que além atuar como um filme protetor dos agentes ativos, as microcapsulas reduzem os
efeitos negativos quando as microcapsulas sdo expostas a ambientes com condi¢des
adversas. Com relagao a geometria das microcapsulas, geralmente sao classificadas como
uma esfera, com dimensdes que podem apresentar uma variagao de 1 a 5000 um de
diametro, no entanto, o tamanho e o aspecto morfoldgico das microcépsulas, tem total
relacdo com tecnologia de microencapsulagdo adotado, assim como o0s materiais

encapsulantes aplicados na mistura do processo (MISHRA, 2015).

A microencapsulacdo ¢ processo industrial aplicado na industria alimenticia desde
da década de 40, uma vez que os possuem varias formas de aplicagdes, em que constite a
tranformacdo de um “liquido qualquer” em material sélido, melhorando o manejo e o
transporte que otimiza o processo de armazenamento e promove melhor estabilidade do
produto, controlando de forma mais eficiente as reagdes de oxidagdes e aumentando a

vida util do produto (DESAI; PARK, 2005).

A tecnologia de microencapsulagao quando aplicada em produtos probidticos, tem
como objetivo reter as células probidticas no material encapsulante, ou seja, dentro do
material secundario. As capsulas sdo utilizadas para proteger de forma segura as bactérias
probioticas, uma vez que essas bactérias sao sensiveis ao pH acido que serdo submetidas
durante o processo digestivo, promovendo a qualidade e quantidade para que possam
fornecer os efeitos positivos das bactérias probidticas (TIMILSENA et al., 2019;
EGHBAL et al., 2016).

Um dos métodos mais utilzados na microencapsulacao de probidticos € a secagem
por liofiliza¢do, em que as condigdes operacionais de baixa temperatura assegura uma

elevada taxa de sobrevivéncia bacteriana (DIMITRELLOU et al., 2016)
2.7 Liofilizacao

A secagem ¢ uma das operacdes unitdrias mais importantes na industria de
alimentos, que consiste na remog¢ao da livre presen¢a de uma matriz alimenticia. Com
relagdo a secagem de matérias biologicos, tais como produtos alimenticios contento
bactérias probidticas, a secagem por liofilizacdo ¢ considerada uma das técnicas mais
aplicadas, uma vez que o produto ¢ desidratado em baixas temperaturas, sendo assim,

promove uma maior taxa de sobrevivéncia das bactérias probidticas apds a secagem
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(MARQUES DA SILVA et al., 2018; RADDATZ et al., 2020; TERPOU et al., 2019;
YING et al., 2010).

A secagem por liofilizagdo ocorre pela sublimagdo, concluindo que a amostra ¢
desidratada partindo do estado sélido para o gasoso, sem passar pelo estado liquido. O
processo de liofilizagdo envolve trés fases diferentes, tais como o congelamento, secagem
primaria (processo de sublimagdo do gelo) e secagem secundaria (remogdo da dgua nao
congelada) (FISSORE et al., 2019). No entanto, a etapa de congelamento ¢ considerada
o ponto critico do processo de liofilizagao, pois a parte da eficiéncia da liofilizagao possui
total ligagdo com as condi¢des operacionais do tempo e da temperatura de congelamento

que a amostra ¢ submetida (GEIDOBLER & WINTER, 2013).

Todos as etapas envolvidas na liofilizagdo devem ser otimizadas, a fim de obter
um produto de elevada qualidade, principalmente quando a amostra contém em sua
composi¢ao cepas de bactérias probidticas, pois cada tipo de bactéria possui suas
restricoes em relacdo a exposi¢do a temperaturas extremas de congelamento, podendo

ocasionar danos irreversiveis na parede celular (POLO et al., 2017; WANG et al., 2019).

A liofilizagdo por ser um processo que ocorre pela sublimagdo com baixas
temperaturas ¢ pressdes durante a operacdo, promove uma maior retengdo dos
constituintes quimicos presentes nas amostras, tais como o0s compostos bioativos
presentes em produtos de origem vegetal, dessa forma, atua de maneira significativa no
valor nutricional do produto final. Com relagdo a estrutura do material liofilizado,
apresenta uma superficie porosa, tracando um o6timo aspecto sensorial relacionado ao

perfil textura do produto obtido apds o processo de liofilizagao (FAN et al., 2019).
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3. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratorio de Processamento e Armazenamrnto de
Produtos Agricolas (LAPPA), no Laboratério de Tecnologia do Frio (LTF), no
Laboratério de Engenharia de Alimentos, pertencentes a Unidade Académica de
Engenharia Agricola e a Unidade Académica de Engenharia de Alimentos, do Centro de
Ciéncias e Recursos Naturais, da Universidade Federal de Campina Grande, campus

Campina Grande, Paraiba, Brasil.
3.1 Matéria-prima

As ameixas utilizadas no desenvolvimento desta pesquisa foram adquiridas na
Empresa Paraibana de Abastecimento e Servigos Agricolas (EMPASA), na cidade de
Campina Grande, Paraiba. Para o processo do crescimento da cultura probiotica ocorreu
utilizando a Bifidobacterium animalis ssp, comercial liofilizada (DELVO®PRO LAFTI
B94), a inulina como agente prebidtico e a maltodextrina de dextrose equivalente (DE 10)

como agente encapsulante.
3.2 Processamento da ameixa

Na Figura 3.1 tem-se o fluxograma de processamento realizado para obtencio da
polpa de in natura e encapsulada. Inicialmente, os frutos foram recepcionados no
laboratorio, selecionados e pesados para posterior higienizagao; na sele¢do foi verificada,

além do estadio de maturacdo, a integridade dos frutos.

Recepgao e Corte e Pasteurizagio Neutralizac¢ao
Sanitizagdo dos [~ Despolpamento — da pol — | da polpa (pH
polpa
frutos 7,0)
Processo de . Processo de 2 Inoculagao da
liofilizagdo congelamento bactéria

Figura 3.1. Fluxograma do processamento para obter da polpa da ameixa in natura e

encapsulada.
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3.2.1 Recepc¢ao e sanitizacdo dos frutos

As ameixas foram acondicionadas em caixas de papeldo e transportadas até o
laboratorio, onde ocorreu a recep¢ao da matéria-prima, seguido por selecdo quanto ao
estadio de maturagdo dos frutos e auséncia aparente de danos fisicos. Apos a selecdo, os
frutos passaram por uma lavagem em agua corrente com a finalidade de retirar quaisquer
sujidades, seguido por uma imersdo em solucdo de hipoclorito de sédio a uma
concentragdo de 100 ppm por 10 minutos e, por fim, enxaguadas em agua corrente para

remover o excesso de cloro.
3.2.2 Corte e despolpamento

Inicialmente os frutos foram cortados ao meio com auxilio de faca inoxidavel,
com a finalidade de retirar os carocos, posteriormente foram despolpados em uma
despolpadeira horizontal previamente higienizada com uma solu¢do de hipoclorito de
sodio a 100 ppm, seguido por um enxague em agua corrente. Apds a obtencao da polpa,
a mesma foi acondicionada em embalagem de polietileno de baixa densidade e
armazenadas em freezer a uma temperatura de -20 °C, até a realizagdo dos ensaios

técnicos da pesquisa.
3.2.3 Pasteurizacio da polpa da ameixa

A polpa da ameixa foi submetida a um processo de pasteurizagdo com auxilio de
um banho maria a uma temperatura de 80 °C durante um periodo de trés minutos, com a
finalidade de eliminar possiveis microrganismos deteriorantes, além de inibir rea¢des

bioquimicas por meio de enzimas presentes na polpa da ameixa in natura.
3.2.4 Neutralizaciao da polpa (pH 7,0)

A polpa da ameixa foi neutralizada até obter pH 7,0, utilizando hidréxido de sodio
(NaOH), uma vez que esta substancia quimica ¢ considerada um aditivo com fungdo de

regular acidez de um produto alimenticio (ANVISA, 2007).
3.2.5 Inoculac¢io da bactéria probiodtica

A cultura probiotica liofilizada comercial foi introduzida na polpa da ameixa na
concentragdo de 1% (m/m), de acordo a metodologia descritas por Paim et al., (2016). A
polpa com inoculo foram acondicionados em béqueres e incubados em estufa BOD

durante 22 horas a uma temperatura de 37 °C.
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3.2.6 Processo de congelamento

As amostras foram distribuidas em bandejas de silicone e submetidas ao processo
de congelamento em freezer criogénico, em diferentes temperaturas de congelamento e
tempo de congelamento de acordo com as condigdes operacionais pré-estabelecidas pelo

planejamento fatorial para liofilizagao.

3.2.7 Planejamento fatorial para microencapsulacio por liofilizacio e otimizac¢ao do

processo

Na Tabela 3.1 estdo expostos os niveis reais e codificados das variaveis
independentes de entrada. Para andlise dos dados experimentais, foi utilizado um
planejamento 2* com repeti¢cdes em triplicata no ponto central (nivel 0). Na Tabela 3.2

encontra-se a matriz do planejamento fatorial obtida pelo programa Statistica, versdo 7.0.

Tabela 3.1. Niveis reais e codificados das variaveis de entrada.

Niveis codificados

Niveis reais 1 0 1
t (h) 2 4 6
Tc (°C) -50 -100 -150
Ca (%) 3 5 7

Fonte: autor (2021)
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Tabela 3.2. Matriz de planejamento fatorial 2° com em triplicata repeti¢des em triplicata

no ponto central.

Variaveis independentes

Experimento Tempo de Temperatura de Concentracao
s congelamento congelamento (°C) (%)
(horas)

1 2(-1) -50 (-1) 3,0 (-1)
2 6 (+1) -50 (-1) 3,0 (-1)
3 2(-1) -150 (+1) 3,0 (-1)
4 6 (+1) -150 (+1) 3,0 (-1)
5 2(-1) -50 (-1) 7,0 (+1)
6 6 (+1) -50 (-1) 7,0 (+1)
7 2(-1) -150 (+1) 7,0 (+1)
8 6 (+1) -150 (+1) 7,0 (+1)
9 4(0) -100 (0) 5,0 (0)
10 4(0) -100 (0) 5,0 (0)
11 4(0) -100 (0) 5,0 (0)

Fonte: autor (2021)

O planejamento fatorial utilizado teve, como objetivo, avaliar a influéncia das
variaveis de entrada: tempo de congelamento (horas), temperatura de congelamento (°C)
e concentragdo dos adjuvantes da microencapsula¢ao (maltodextrina e inulina) sobre as
respostas: eficiéncia da encapsulacdo, viabilidade celular e rendimento do processo. Para
andlise de regressdo ndo linear dos dados experimentais, utilizou-se um planejamento
fatorial 2* com trés repeticdes no ponto central (nivel 0) empregando-se o programa

computacional Statistica, versao 7.0.
3.2.8 Microencapsulacio por liofilizacao

Apbs o processo de congelamento, as amostras foram desidratadas em liofilizador
modelo ALPHA 1-2 LD plus a uma temperatura de -48°C com pressao de 0,9 mbar

durante 48 horas de processo de desidratacao.
3.3.1 Rendimento do processo de microencapsulacio

O desempenho do processo de microencapsulacao por liofilizagdo foi analisado
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por meio do calculo do rendimento da elaboracao do material encapsulado, utilizando a

Equagdo 3.3.
X
Rendimento(%): X—0x100 (3.1

Em que:

X - Massa coletada ap6s a microencapsulagao

X0 - Massa alimentada antes da microencapsulagao

3.3.2 Contagem das células viaveis na polpa in natura e encapsulada

A contagem de microrganismos probidticos foi realizada a partir da diluicao
seriada da amostra do produto contendo agua peptonada 1% (m/v) conforme metodologia
da International Dairy Federation (2006). O plaqueamento foi realizado em placas de Petri
por inoculagdo em profundidade de Agar MRS, adicionado de L-cisteina a 0,5 g/L com
adi¢do de sobrecamada (DE MAN, ROGOSA & SHARPE, 1960), incubadas a 35°C por
72 horas em jarras de anaerobiose contendo sistema de remocao de oxigénio, seguida da
contagem de unidades formadoras de colonia (UFC), que devera estar entre 108 e 10° de

acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2008).
3.3.4 Eficiéncia da encapsulacio

A eficiéncia do processo de encapsulagdo foi determinada por meio da taxa de
sobrevivéncia das Bifidobacterium animalis spp, fazendo uma simples relagdo entre a
viabilidade celular antes e ap6s o processo de microencapsulacdo por liofilizagao (DIAS
et al., 2018). Sendo calculado utilizando a Equagao 3.4.

logN

EE% =
o logNO

x100 (3.4)

Em que:
EE- Eficiéncia,
logN - Viabilidade celular apos a microencapsulacao, (UFC/g)

logNO - Viabilidade celular antes do processo de microencapsulagao, (UFC/g)
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3.4 Caracterizacido da polpa da ameixa in natura, fermentada e encapsulada

As amostras da polpa da ameixa in natura, fermentada e liofilizada foram
caracterizadas quanto ao teor de flavonoides, compostos fendlicos totais, antocianinas
totais, carotenoides totais, vitamina C, aglcares redutores, taninos, teor de agua e
atividade de agua, acidez total tituldvel, pH e teor de cinzas. Todas as andlises foram

realizadas em triplicata.
3.5.1 Caracterizacio fisico-quimica
3.5.1.2 pH

A determinac¢do do pH foi realizada pelo método potenciométrico, utilizando-se 5
g das amostras, onde foram diluidas em 50 mL de 4gua destilada. Para determinacdo do
pH utilizou-se um pHmetro de bancada (Quimis, precisao 0,01) devidamente calibrado

com solugdes-tampao de pH 4,0 ¢ 7,0 (1AL, 2008).
3.5.1.3 Acidez total titulavel

A acidez total tituldvel foi realizada pela técnica titulométrica baseada na
neutralizagdo da amostra com a soluc¢do padronizada de NaOH 0,1 M, de acordo com o
método descrito por IAL (2008). Os resultados foram expressos em percentagem de acido

citrico (%).
3.5.1.4 Teor de agua

O teor de dgua foi determinado pela diferenga entre as massas das amostras antes
e apos a secagem em estufa a 105°C, durante 8 horas para a polpa da ameixa in natura e
as fermentadas e 24 horas para as amostras liofilizadas, de acordo com a metodologia

descritas pelo Instituto Adolfo Lutz (1AL, 2008)
3.5.1.5 Atividade de agua

A determinacdo da atividade de 4gua foi utilizando o aparelho Aqualab-3TE da
Decagon Devices, com precisao de 0,003, na temperatura de 25°C. Este aparelho utiliza
como método para determinagao da atividade de 4gua, a temperatura do ponto de orvalho

por resfriamento e condensagdo em espelho.
3.5.1.6 Teor de cinzas

A determinacdo quantitativa das cinzas foi realizada através da metodologia
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descrita por IAL (2008) utilizando-se uma mufla a 600 °C, para incineragdo da amostra
até a obtencao de um residuo isento de carvao, com coloragdo branca acinzentada e os

resultados foram expressos em percentagem (%).
3.6.2 Caracterizagio quimica
3.6.2.1 Teor de flavonoides e antocianinas

Para determinagao de flavonoides e antocianinas, seguiu-se a metodologia descrita
por Francis (1982), utilizando solugdo de etanol 95 % + HCL 1,5 N (85:15 v/v). A leitura
das amostras foi realizada em espectrofotdometro utilizando A= 374 nm para flavonoides
e de A= 535 nm para antocianinas. O branco foi composto apenas da solucao de etanol 95

% + HCL 1,5 N (85:15 v/v).
3.6.2.3 Teor de carotenoides

Os carotenoides foram quantificados conforme métodos descritos por
Lichthenthaler (1987), no qual 0,1 g da amostra foi macerada em almofariz com 0,2 g de
Carbonato de calcio e 5 mL de acetona 80%, em ambiente escuro ou luz reduzida, obtendo
um extrato que foi depositado em tubo de ensaio envolvido com papel aluminio. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 10°C e 3000 rpm, sendo entio
realizada a leitura em espectrofotometro no comprimento de onda de 470 nm para

carotenoides.
3.6.2.4 Compostos fendlicos totais

A determinagdo de fenolicos totais foi realizado pelo método de Folin-Ciocalteu,
descrito por Waterhouse (2006), utilizando o acido galico como padrdo e leitura em

espectrofotometro a 765 nm. Os resultados foram expressos em mg L-1 de acido galico.
3.6.2.5 Acucares Totais

A quantificacdo dos agucares totais foi realizada pelo método de antrona com
leitura em espectrofotometro (620 nm) utilizando a metodologia proposta por Yemn e

Willis (1954).
3.6.2.6 Taninos

Os taninos foram analisados segundo a metodologia descrita por Goldstein e

Swain (1963), utilizando a curva de acido tdnico como padrdo e os resultados expressos

31



em mg EAT (equivalente de acido tanico) /100 g.
3.7 Propriedades fisicas
3.7.1 Densidade aparente

A densidade aparente foi determinada utilizando a metodologia descrita por
Caparino et al. (2012), em que 3 g das microcapsulas da ameixa probidtica foram pesadas
em proveta graduada de 10 mL, sem a presenca de compactacao, determinado assim o
volume total preenchido pelo os matérias solidos. A determinacdo desta propriedade

fisica foi calculada conforme a Equacgao 3.7.1.

ms

=77 (3.7.1)

pa

Em que:

pa - densidade aparente, g.mL"!
ms - massa do sélido, g

Vt - volume total, mL

3.7.2 Densidade compactada

Para determinacao da densidade compactada (g/cm3) utilizou-se a metodologia de
Tonon et al. (2013), calculada pela relagdo entre a massa e o volume ocupado pela amostra

compactada. O célculo da densidade compactada foi por meio da Equagado 3.7.2

ms

=3 (3.7.2)

pc
Em que:

pc - densidade compactada, g.mL"!

ms - massa do sdlido, g

Vc¢ - Volume do sélido apds compactacao, mL

4.7.3 indice de Carr ou Indice de compressibilidade

O indice de compressibilidade (IC) ¢ um método mais simples quando comparado
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aos demais, que visa avaliar de forma indireta as propriedades dos fluxos de materiais em
p6 por meio de simples comparagdo entra a densidade aparente (pa) e da densidade
compactada (pc) do p6é Wells (1988), e foi calculado de acordo com a Equacao 3.7.3.

_ pc—pap
pap

IC X100% (3.7.3)

Em que:

Ic- Indice de compressibilidade

pc - densidade compactada, g.mL"!
pa - densidade aparente, g.mL"!
3.7.4 Fator de Hausner

A partir das massas especificas aparente e compactada foram determinados o

fator de Hausner (Hausner et al., 1967) conforme a Equacgdes 3.7.4

c
FH = ;TPX100% (3.7.4)
Em que:

FH- fator de Hausner

pc - densidade compactada, g.mL"!
pa - densidade aparente, g.mL!
3.8 Armazenamento

As microcapsulas foram acondicoadas em embalagens laminadas, seguido pelo
armazenamento em estufa incubadora BOD durante um periodo de 28 dias a uma
temperatura de 25°C, protegidas de quaisquer exposi¢des a luminosidade. A viabilidade
celular da Bifidobacterium animalis spp nas microcdpsulas foram analisadas a cada 7 dias

de intervalo.
3.9 Analise estatistica

Os dados experimentais obtidos da caracterizagao fisico-quimica, quimica e
propriedades fisicas foram analisados por meio do programa estatistico SISVAR 5.6, os

quais foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com a finalidade de houve
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diferenca significativa entre as amostras estudadas (p < 0,05). A influéncia das variaveis
independentes do processo de microencapsulagdo por liofilizagdo foi analisada pelo

método de superficie de resposta, com auxilio do software STATISTICA 7.0.
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Os resultados obtidos com o desenvolvimento deste trabalho proporcionaram a

elaboracao dos artigos descritos a seguir:
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SSP. LACTIS B94 EM POLPA DE AMEIXA

ARTIGO2: OTIMIZACAO DO PROCESSO DE MICROENCAPSULACAO DA
AMEIXA PROBIOTICA POR LIOFILIZACAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
ARTIGO 1

VIABILIDADE PROBIOTICA DE BIFIDOBACTERIUM ANIMALIS SSP.
LACTIS B94 EM POLPA DE AMEIXA

RESUMO

Os alimentos probidticos sao comumente consumidos devido sua comprovagao cientifica
dos beneficios que promovem a saude do consumidor. Porém, novos estudos estdo
desenvolvendo produtos probioticos de origem vegetal, como uma alternativa para as
pessoas que possuem alguma restri¢cao alimentar ou novos habitos alimentares. Diante do
exposto, o presente estudo teve como objetivo analisar a composi¢ao fisico-quimica da
polpa da ameixa in natura e probidtica como também a viabilidade das bactérias
probioticas apos o processo de fermentagdo. A polpa da ameixa (Prunus salicina Lindl.)
foi fermentada com Bifidobacterium animalis spp com diferentes concentracdes de
maltodextrina para determinar a melhor formulagdo do processo de fermentagdo. As
amostras foram caracterizadas quanto a sua composicao fisico-quimica e contagem de
células viaveis. As amostras fermentadas a partir da adi¢do das diferentes concentragdes
de maltodextrina e de inulina promoveram um aumento significativo em relagdo ao teor
dos compostos bioativos. A concentragdo maxima das células vidveis foi obtida nas
formula¢des com a menor concentragdo dos adjuvantes do processo de fermentacao, ou
seja, quanto menor a adicdo de maltodextrina e de inulina, maior serd a concentragao final

de células viaveis da Bifidobacterium animalis spp.
Palavras-chaves: Probioticos; Prunus salicina Lindl; Viabilidade microbiana.
ABSTRACT

Probiotic foods are commonly consumed due to their scientific proof of the benefits that
promote the health of the host. However, new studies are developing probiotic products
of plant origin, as an alternative for people who have some dietary restrictions or new
eating habits. Given the above, the present study aimed to analyze the physical-chemical
composition of the plum pulp in natura and probiotics as well as the viability of probiotic

bacteria after the fermentation process. The plum pulp (Prunus salicina Lindl.) Was
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fermented with Bifidobacterium animalis spp with different concentrations of
maltodextrin to determine the best formulation of the fermentation process. The samples
were characterized according to their physical-chemical composition and viable cell
count. Samples fermented from the addition of different concentrations of maltodextrin
and inulin promoted a significant increase in relation to the content of bioactive
compounds. The maximum concentration of viable cells was obtained in formulations
with the lowest concentration of fermentation process adjuvants, that is, the lower the
addition of maltodextrin and inulin, the higher the final concentration of viable cells of

Bifidobacterium animalis spp.

Keywords: Probiotics; Prunus salicina Lindl; Microbial viability.
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1. INTRODUCAO

A procura por uma alimentagdo com habitos sauddvel tem promovido alteragdes
na industria de alimentos, sendo desenvolvido novos produtos alimenticios com
propriedades funcionais, principalmente fontes de compostos bioativos e alimentos com
a introdugdo de probidticos. Os probidticos sao microrganismos vivos, que quando
realizado a ingestdo em quantidades corretas, promovem beneficios a saude do seu
hospedeiro (MARRERO et al., 2019). Boa parte dos seus efeitos positivos, tem relacdo a
problemas gastrointestinais (FLOCH, 2018).

Durante muito tempo, os probioticos fazem parte da industria de produtos lacteos,
sendo utilizado na elaboragao de iogurtes, bebidas lacteas e demais produtos fermentados,
porém com as novas tendéncias de alimentagdo e o aumento significativo de individuos
que apresentam intolerancia a lactose e alergias causadas pela proteina do leite exigiram

mudangas neste segmento industrial (NGUYEN et al., 2019).

Matrizes alimentares de origem vegetal t€ém sido apontadas como fonte
promissora para o desenvolvimento de produtos probiodticos ndo lacteos (KANDYLIS et
al., 2016; PANGHAL et al., 2017). Neste segmento, as frutas e seus derivados tais como
0s sucos e polpas podem facilitar a incorporagdo destes microrganismos, tendo em vista
que em sua composicao quimica possuem vitaminas, diversos minerais € compostos com
atividade antioxidantes e aglcares, além disso, as frutas sempre sdo associadas a uma

alimentacgdo saudavel (KANDYLIS et al., 2016).

A ameixa (Prunus salicina Lindl.) ¢ a fruta com maior taxa de consumo em todo
mundo, devido conter em sua composicao quimica compostos organicos que promovem
beneficios a saude do consumidor, tais como carotenoides, polifendis e varios monomeros
de antocianina. Além disso, a fruta possui 6tima aceitacdo sensorial por apresentar sabor
levemente doce e acidez equilibrada o que torna seu consumo mais frequente (XU et al.,

2020).

Um dos grandes desafios na elaboracao de polpa de fruta probiotica ¢ promover
uma otima adaptacdo da bactéria probidtica ao meio acido que a grande maioria das frutas
possuem devido a alta concentracdo de acidos orginicos presente em sua composi¢ao

quimica. As Bifidobacterium animalis sdo bactérias probioticas altamente sensiveis
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quando submetida a condi¢des adversas de pH, ou seja, quando introduzida em uma
matriz extremamente acida o seu crescimento ¢ afetado de forma significativa, além do
pH a temperatura do processo de fermentagao e a exposi¢do ao oxigénio pode ocasionar
a toxidade das células probioticas, tendo em vista que as Bifidobacterium animalis sdo
microrganismos anaerobicos (SHORI et al., 2016). Portanto, o presente trabalho teve
como objetivo caracterizar a composicao fisico-quimica da polpa da ameixa in natura e
probidtica, bem como a viabilidade das bactérias probidticas apds o processo de

fermentacao.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencao da polpa da ameixa

O experimento foi realizado no Laboratorio de Processamento e Armazenamento
de Produtos Agricolas (LAPPA), da Universidade Federal de Campina Grande (UFCGQG).
Incialmente os frutos foram previamente selecionados, passaram por um processo de
sanitizacdo em solucdo de hipoclorito de s6dio a 100 ppm por um periodo de 10 minutos
seguido de enxdgue em agua corrente. A polpa foi obtida com auxilio de uma

despolpadeira horizontal.
2.2 Inoculacao da polpa da ameixa com probidticos

Com a finalidade de regular a acidez do meio, utilizou-se NaOH como aditivo
alimentar de acordo com ANVISA (2007), segundo as Boas Praticas de Fabricagdo com
a finalidade de regular a acidez do meio, até obter pH de 7,0. Para desenvolvimento da
polpa probidtica foi utilizada a Bifidobacterium animalis ssp. lactis (DELVO®PRO
LAFTI B94) adicionando 1% da cultura probiotica nas formulagdes elaboradas a partir
da adi¢@o de concentragdes de maltodextrina e de inulina conforme descrito na Tabela 1,
sendo a incubagdo prosseguida a 35+2°C por 22 horas, de acordo com metodologia

descrita por Paim et al., (2016).

Tabela 1. Formulacao da polpa da ameixa probiotica com diferentes concentragdoes de

maltodextrina e inulina.

Experimentos Maltodextrina (%) Inulina (%)
1 1.5 1.5
2 1.5 1.5
3 1.5 1.5
4 1.5 1.5
5 3.5 3.5
6 3.5 3.5
7 3.5 3.5
8 3.5 3.5
9 2.5 2.5
10 2.5 2.5
11 2.5 2.5

Fonte: autor, (2021)
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2.3 Caracterizacgao da fisico-quimica polpa probiotica e in natura

As polpas probidticas e in natura foram caracterizadas fisico-quimicamente
conforme as metodologias descritas pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008): pH em
phmetro digital, teor de agua por secagem direta em estufa a vacuo (70 °C); cinzas por

incineragao em mufla a 550 ° C; acidez total titulavel por titulagdo com NaOH 0,1 M.

Os carotenoides foram determinados de acordo com Lichtenthaler (1987), as
antocianinas e os flavonoides foram determinados de acordo com o método de Francis
(1982) e a determinagao dos compostos fenolicos totais foram realizadas pelo método de
Folin-Ciocalteu, descrito por Waterhouse (2006). Os agucares totais foram quantificados
pelo método da antrona segundo metodologia descrita por YEMN (1954). Os taninos
foram analisados segundo a metodologia descrita por Goldstein e Swain (1963),

utilizando a curva de acido tanico como padrao.
2.4 Contagem das células probioticas

A contagem microbiana probiotica foi feita por dilui¢ao em série em 0,1% (w/w)
de agua peptonada estéril, de acordo com a International Dairy Federation (2006).
Aliquotas foram inoculadas em agar MRS e incubado a 35 C por 72 h em potes
anaerobicos com sistema de remocao de oxigénio (Interlab, Sdo Paulo, Brasil), seguido

por contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) por mL.
2.5 Analise estatistica

Todos os ensaios analiticos foram realizados em triplicata e avaliados
estatisticamente por andlise de variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey, ao nivel
de 5% de significancia. Os dados foram analisados com auxilio do software SISVAR,

versao 5.6.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A caracterizagdo fisico-quimica da polpa da ameixa in natura e probioticas foi

determinada para analisar possiveis danos da adicdo da Bifidobacterium animalis spp

nesta matriz alimentar, dados médios obtidos no presente encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Caracterizagdo fisico-quimica da polpa da ameixa probiotica e in natura.

Experimentos  pH ?f)lt(:l (;lz Cinza? Umidade? aw Aﬁ‘f;gfs
F1 5,87b 0,73 cd 1,43 ¢ 87,18 cd 0,98 a 3,49d
F2 5,80 cde 0,69 fg 1,39 ¢ 88,41 ab 0,98 a 3,54 d
F3 5,81 bed 0,71 ¢ 1,41 c 87,29 cd 0,97 a 3,47d
F4 5,85 be 0,75b 1,33 d 88,12 bed 0,98 a 396 ¢
F5 5,94 a 0,68 f 1,53 b 87,08 d 0,96 a 4,46 b
Fé6 5,74 ¢ 0,72 de 1,56 b 89,46 a 0,98 a 449 b
F7 5,75 de 0,72 de 1,54 b 89,47 a 0,99 a 4,76 a
F8 5,79 cde 0,72 de 1,63 a 88,09 bed 0,98 a 498 a
F9 5,76 de 0,71 ef 1,25 ¢ 87,6 bed 0,97 a 3,62d
F10 5.81 bed 0,75 be 1,28 ¢ 88,25 be 0,98 a 3,59d
F11 5.83 bc 0,76 b 1,25 ¢ 88,46 ab 0,97 a 3,59d

Polpain 5 ;00 132a  035f 87,55bcd  098a 2,54 ¢
natura

! 4cido latico (%), 2 (%), 3 (%), *(g 100! g'!). Médias seguidas das mesmas letras nas linhas nio diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p <0,05).

A polpa da ameixa com boa parte das frutas possui pH é4cido, podendo interferir
no processo de fermentagdo, uma vez que bactérias probiodticas sdo sensiveis a0 meio
acido, sendo necessario neutralizar a polpa antes da fermentagdo. Neste estudo, a polpa
da ameixa in natura apresentou valor de 3,36 para pH, diferindo estatisticamente das
polpas fermentadas (p < 0.05). Resultado semelhante foi obtido por Silva & Kunigk
(2019) ao analisar as caracteristicas fisico-quimicas da polpa da ameixa integral, com
valoe de pH de 3,60. Aplicac¢do de bactérias probiodticas em alimentos de origem vegetal
¢ uma das inovag¢des da industria de alimentos no mundo todo (ALVAREZ et al., 2020).
Com relagdo ao pH das amostras fermentadas, a formulacdo F5 obteve maior pH em

relacdo as demais formulagdes, com diferencga significativa (p < 0.05).

Nguyen et al., (2019) estudando suco de abacaxi fermentado com Bifidobacterium
obteve pH inferior no final do processo de fermentacao. Bujna et al., (2018) analisando a
composi¢ao quimica do suco de damasco probidtico com diferentes bactérias do género

das Bifidobacterium obteve pH de variando de 4,6 a 4,9.
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A acidez total, apresentou comportamento semelhante ao pH, uma vez que a polpa
da ameixa in natura possui maior concentracao de acidos organicos quando comparado
com as amostras fermentadas, com diferenca estatistica (p <0.05). Estudos comprovaram
que bactérias do género Bifidobacterium spp possuem metabolismo heterofermentativo,
com a capacidade de produzir durante a fermentagado acido acético e acido latico, diferente

dos lactobacilos, que produzem somente acido latico (Oliveira et al., 2017).

Com relagdo ao teor de cinzas totais das amostras, nota-se que a polpa da ameixa
in natura apresentou a menor concentragdo de minerais totais, com 0,35% apontando
diferenca significativa entre as demais amostras (p < 0.05). Ja as amostras fermentadas
apresentaram valores médios variando de 1,63 a 1, 25%, respectivamente. Esse resultado
possui total relagdo com as diferentes concentragdes de maltodextrina e inulina
adicionadas nas amostras, uma vez que as amostras formuladas com as maiores

concentragdes dos adjuvantes apresentaram elevadas concentragdes de minerais totais.

As formulagdes F6 e F7 apresentaram as maiores médias em relacdo ao teor de
agua, diferindo assim das demais formulagdes das amostras probioticas e da polpa da
ameixa in natura. A atividade de 4gua ndo obteve valores com diferenca estatistica ao
nivel de 5% de probabilidade. De acordo com Santos et al., (2019), valores elevados de
teor de agua e atividade de 4gua promovem uma baixa estabilidade dos frutos,
principalmente durante a etapa de armazenamento, por promover o desenvolvimento de

microrganismos deteriorantes e patogénicos, além de facilitar diversas reagdes quimicas.

Analisando os resultados apresentados na Tabela 2, verifica-se que a concentragao
dos actcares totais, da polpa da ameixa in natura obteve a menor concentragao e diferindo
das amostras fermentadas (p < 0.05). Os teores de agucares totais obtidos nas polpas
fermentadas apresentaram valores médios variando de 4,98 a 3,47%, respectivamente, ou
seja, possui diferenca estatistica entre as amostras analisadas (p < 0.05). Esta diferenga
estatistica entre as amostras fermentadas tem relacdo com as diferentes concentragdes
maltodextrina e inulina utilizadas na formulacdo das amostras. Yuasa et al., (2021) ao
caracterizar em suco de frutas citricas fermentado usando bactérias de acido lactico
probidticas obteve valor de 3,94 para agucares totais. Valores semelhantes também foram

obtidos por Bujna et al., (2018) em suco damasco probiotico.
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A Tabela 3 apresenta os valores médios dos compostos bioativos das polpas

probioticas e in natura da ameixa como também viabilidade das células probidticas.

Tabela 3. Caracterizacdo fitoquimica da polpa da ameixa probidtica e in natura da e

viabilidade das células probidticas.

Parametros
Formulagdes Compostos Flavonoides Antocianina Carotenoides Taninos® Viabilidade
Fenolicos Totais? s Totais® Totais* celular®
Totais!
Polpa in
177533 g 39,67d 3,64¢g 48,94 ¢ 724,65 h N/D
natura
F1 2259,11b 44,85 ¢ 9,26 a 72,97 b 1145,53a  2,98x10'" a
F2 2255,15b 57,38 a 843 ¢ 72,220 1136,58 b 2,88x10'" ¢
F3 2214,83d 37,23 de 8,48 be 72,98 b 1129,01 ¢ 2,92x10" b
F4 2236,02 ¢ 52,95b 8,91 ab 73,83 b 1127,95¢  2,88x10" ¢
F5 1998,88 £ 38,64 de 447 ¢ 4445 ¢ 1040,82d 2,68x10'" f
Fé 2011,74 e 36,15¢ 395f 47,58 cd 1001,41e 2,71x10" e
F7 2005,51 ef 36,56 ¢ 4,11 ef 42,20 f 1040,49d 2,75x10'' d
F8 2006,12 ef 38,62 de 3,82 f 46,16 de 1003,73 e 2,67x10" f
F9 2355,16 a 54.16 b 6,28 d 95,49 a 948,14 f  2,5x10'4 g
F10 2351,23 a 53.69b 6,68 d 96,71 a 94998 f  2,55x10' g
F11 2356,15 a 54.28b 6,26 d 95,84 a 94393 g  2,55x10'g

"mg EAG (equivalente 4cido galico) 100 g!, 2(ug/100g), 3 (mg/100g), 4 (ng/100g), > mg EAT (equivalente

de acido tanico) 100 g

1

estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p <0,05).

, ® UFC/ml. Médias seguidas das mesmas letras nas linhas ndo diferem

Para os compostos fendlicos totais, a polpa da ameixa in natura apresentou a

menor concentracao nesta pesquisa com valor de 1775,33 mg EAG e quando comparado
com as formulacdes das polpas probidticas percebe-se que houve diferenga significativa
entre as amostras (p < 0.05). O processo de fermentacdo promoveu aumento significativo
na concentragdo final dos compostos bioativos em todas as formulagdes, porém as
formulacdes F9, F10 e F11 apresentaram as maiores concentragdes, com valores variando
de 2351,23 a 2356,15 mg EAG e quando comparado as demais formulagdes das polpas
probidticas pode verificar diferencga estatistica com as amostras fermentadas. Lacerda

Massa et al., (2020) estudando a adi¢do de Lactobacillus e Bifidobacterium em
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subprodutos jabuticaba obteve aumento na concentragdo final dos compostos fenolicos

apods o processo de fermentacao.

Com relacao aos teores de flavonoides totais, as formulagoes F1, F2, F4, F9, F10
e F11 apresentaram aumento significativo na concentracao final deste composto organico
e diferindo de forma significativa da polpa da ameixa in natura (p < 0.05). Para
antocianinas totais o comportamento foi semelhante, uma vez que as diferentes
formulagdes da polpa probidtica apresentou o mesmo aumento significativo, com valores
variando de 3,64 (mg/100g) da polpa in natura para 9,26 (mg/100g), sendo essa a maior
concentracdo, obtida na formulag¢ao F1 comprovando que o processo de fermentacao para
obter as polpas probidticas promove aumento significativo em relagdo a composicao da
polpa in natura (p < 0.05). A concentracao dos carotenoides totais nas F9, F10 e F11 foi
o dobro do valor médio obtido para a polpa da ameixa in natura, com valores médios

95,49 a 96,71 (ng/100g), respectivamente, diferindo das demais amostras (p < 0.05).
<0,05).

Para taninos, os resultados obtidos comprovam que o processo de fermentagdo
ocasionou aumento na concentracao dos compostos bioativos, tendo em vista que para
este composto organico a concentracdo na polpa in natura foi de 724,65 (mg EAT), sendo
estd a menor concentracdo obtida na pesquisa e diferindo assim das formulagdes das
polpas probidticas (p < 0.05). Com relacdo as polpas probioticas, as formulagdes F1, F2,
F3 e F4 apresentaram as maiores concentragdes, com valores variando de 1127,95 a
1145,53 (mg EAT) com diferenga estatistica entre as amostras fermentadas (p <0.05). Os
taninos € os compostos fendlicos podem atuar de forma positiva durante a fermentacao
de frutas, porém alguns estudos comprovaram a influéncia negativa destes compostos
organicos durante a fermentacdo, uma vez que esses compostos bioativos possuem agao
antioxidante e podem promover a destrui¢do das células na fase inicial da fermentagao

(CASSANI et al., 2018).

As polpas formuladas com adi¢ao de 1,5% maltodextrina e 1,5% de inulina
apresentaram a maior concentrac¢do de células viaveis, com valores médios variando de
2,98x10'" a 2,88x10"" UFC/ml, diferindo das demais formula¢des em relacdo a
concentragdo de células viaveis da Bifidobacterium animalis spp (p < 0.05). Soares et al.,

(2019) estudando a viabilidade da Bifidobacterium animalis spp em diferentes matrizes,
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obteve valor inferior em suco de laranja integral com concentragdo inicial de 7,3 log/
UFC. Santos et al., (2019) obteve uma concentra¢io maxima de 5,59 x 10 ' UFC/ ml de
células vidveis de Lactobacillus reuteri em suco de maracuja em diferentes indices de
temperatura de fermentacao e pH. Valor inferiores forma obtidos por Nguyen et al.,
(2019) em suco de abacaxi fementado por Bifidobacterium. Resultado semelhante foi
obtido por Bujna et al., (2018) na elabora¢do de bebida probiodtica do suco de damasco

fermentado com Bifidobacterium.

Todas as formulagdes desenvolvidas no presente estudo apresentam valores de
células viaveis acima da concentragdo minima para que um produto seja considerado
probiotico, a Anvisa (2008) estabelece que a quantidade minima viavel de probidticos
deve estar entre 10% e 10° unidades formadoras de coldnia (UFC) na recomendacdo diaria
do produto pronto para o consumo, o que corresponde ao consumo de 100g contendo de

107 a 10® UFC/g.
4. CONCLUSOES

A polpa da ameixa (Prunus salicina Lindl.) mostrou-se como uma Otima
alternativa para desenvolvimento de alimentos probidticos de origem vegetal, tendo em
vista a elevada concentracao das células viaveis da Bifidobacterium animalis spp presente

nas formulagdes, sendo a formula¢do F1 com maior concentragdo de células.

O desenvolvimento da bactéria probidtica na polpa da ameixa, promoveu elevagao
na composi¢ao dos compostos bioativos, principalmente em relagdo a concentraciao dos
compostos fendlicos totais. A acdo combinada dos probidticos com os compostos
bioativos potencializam as propriedades funcionais dos alimentos, promovendo maior

biodisponibilidade dos constituintes funcionais.
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ARTIGO 2 — OTIMIZACAO DO PROCESSO DE MICROENCAPSULACAO DA
AMEIXA PROBIOTICA POR LIOFILIZACAO

RESUMO

O desenvolvimento de probidticos em matriz vegetal ¢ uma tendéncia promissora da
industria de alimentos, e as frutas por sua vez sdo apontadas como 6tima matriz para o
desenvolvimento probidticos ndo lacteo, porém fatores intrinsecos das frutas, tais como
acidez e pH podem causar danos as células probidticas, surgindo assim a necessidade
aplicacdo de tecnologias que promovam a estabilidade do produto. A microencapsulagao
por liofilizacdo ¢ uma alternativa viavel para assegurar a qualidade do produto em
diferentes ambientes. Portanto, a presente pesquisa teve como objetivo analisar a
composi¢ao quimica das microcapsulas probidtica da ameixa e avaliar a influéncia das
variaveis do processo de liofilizagdo na viabilidade da B. animalis subsp. As polpas foram
fermentadas utilizando a B. animalis subsp, com diferentes concentragdes dos agentes
carreadores (maltodextrina e inulina) e submetidas a diferentes temperaturas de
congelamento e tempos de congelamento e encapsuladas por liofilizagdo. As
microcapsulas probioticas apresentaram valores 6timos quanto ao teor de 4gua e atividade
de agua, promovendo melhor estabilidade do produto durante o armazenamento. A
concentragdo de fenolicos foram elevadas em todos os experimentos, tornando as
microcapsulas em produtos de alto teor em compostos bioativos. O processo de
liofilizagdo demostrou ineficiéncia com relacdo ao rendimento, porém as diferentes
temperaturas de congelamento e as diferentes concentragcdes dos agentes carreadores
influenciaram de forma significativa na viabilidade das células probidticas, com valores
log!'! UFC/g para todos os experimentos. Durante o armazenamento, ocorreu uma redugio
significativa na viabilidade da B. animalis subsp em fun¢do tempo de armazenamento,

porém o ciclo logaritmo permaneceu intacto.

Palavras-chave:  Prunus  salicina lindl, Bifidobacterium  animalis  ssp;

Microencapsulagdo; Liofilizagao.
ABSTRACT

The development of probiotics in plant matrix is a promising trend in the food industry,

and fruit in turn is seen as an excellent matrix for the development of non-dairy probiotics,
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however intrinsic factors of fruits, such as acidity and pH can cause damage to cells
probiotics, thus arising the need to apply technologies that promote product stability.
Freeze drying microenpasulation is a viable alternative to ensure product quality in
different environments. Therefore, the present research aimed to analyze the chemical
composition of the plum probiotic microcapsules and to evaluate the influence of the
lyophilization process variables on the viability of B. animalis subsp. The pulps were
fermented using B. animalis subsp, with different concentrations of carrier agents
(maltodextrin and inulin) and subjected to different freezing temperatures and freezing
times and encapsulated by lyophilization. The probiotic microcapsules showed optimum
values in terms of water content and water activity, promoting better product stability
during storage. The concentration of phenolics was high in all experiments, making
microcapsules into products with a high content of bioactive compounds. The
lyophilization process showed inefficiency with respect to yield, however the different
freezing temperatures and the different concentrations of the carrier agents significantly
influenced the viability of the probiotic cells, with log!! CFU / g values for all
experiments. During storage, there was a significant reduction in the viability of B.

animalis subsp as a function of storage time, however the logarithm cycle remained intact.
Keywords: Prunus salicina lindl; Bifidobacterium animalis ssp; Microencapsulation;

Lyophilization.
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1. INTRODUCAO

A ameixa (prunus salicina lindl) ¢ segunda espécie de fruta com carogo mais
cultivada no mundo, apresentando elevado grau de valorizagdo, consumo e
beneficiamento em diferentes segmentos industriais. Com relagao a composi¢ao quimica
e nutricional, os frutos da ameixa possuem componentes organicos essenciais para dieta
humana, devido seu alto teor de compostos bioativos, em especial com os polifendis

(FRAGA et al., 2019; SWALLAH et al., 2020).

As frutas sdo consideradas excelentes matrizes para o desenvolvimento de
microrganismos, principalmente por conter vitaminas e carboidratos que atuam como
fonte de energia durante o processo de fermentag@o. Por meio destas evidéncias, estudos
comprovaram que as frutas podem ser utilizadas como meio para elaboragao de produtos
probidticos de origem vegetal, podendo exercer efeito protetor dos microrganismos
durante todo percurso realizado pelo trato intestinal, com isso, possibilita que bactérias
lacteas como Lacticaseibacillus e Bifidobacterium cheguem ao organismo do hospedeiro
em quantidade suficiente para que possam promover os benéficos especificos

(CAMPANIELLO et al., 2020).

As bactérias dos géneros das Bifidobacterium sao probioticos utilizados no setor
de laticinios na producdo de queijos, bebidas lacteas dentre outros produtos e que além
de apresentar valor nutricional, atua na manuten¢do e prevencdo de varias doencas,
principalmente a problemas da microbiota gastrointestinal do hospedeiro (KONG et al.,
2019). Quando aplicado em polpa de fruta pode ocorrer uma taxa rapida de degradagao
destes microrganismos, uma vez que sdo sensiveis ao pH acido das frutas, sendo
necessario adequar o meio para seu desenvolvimento, além disso, outro fator preocupante
¢ a alteragdo do pH, temperatura e umidade do gastrointestinal, podendo destruir estes
microrganismos durante o processo natural digestivo. Portanto, eles requerem proteg¢ao
contra degradagdo e inativagdo rapida até que sejam entregues ao local desejado; a

microencapsulagdo € uma alternativa para essa protecao (HOLKEM et al., 2020).

A técnica de microencapsulagdo consiste no recobrimento das particulas,
formando minusculas capsulas, que protege das condig¢des adversas do gastrointestinal do
hospedeiro, podendo liberar seu conteudo de forma totalmente controlada. Dentre as

principais técnicas de microencapsulagdo, a liofilizagao ¢ a mais utilizada e indicada para
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materiais contendo microrganismos, uma vez que o processo de secagem ocorre a frio e
sobre vacuo, promovendo menores taxas de perdas apos a secagem e apresenta melhores
resultados na preservacdo dos constituintes ao longo do armazenamento. No entanto, as
etapas anteriores a liofilizacdo pode influenciar na qualidade do produto final, sendo
necessario otimizar todos os processos, principalmente aqueles que tem total relacdo com
a temperatura e tempo de congelamento. Diante do exposto, o presente estudo teve como
objetivo elaborar microcapsulas da polpa da ameixa probidtica por liofilizacdo,
analisando a influéncia das varidveis independes do processo na composi¢ao quimica e

viabilidade celular durante o armazenamento.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencao da polpa da ameixa

A polpa 100% da ameixa foi obtida a partir do processamento em despolpadeira
horizontal com frutos previamente selecionados e sanitizados. O pH inicial da polpa foi
ajustado de 3,30 para 7,0, utilizando NaOH antes do processo de fermentagao, visto que

as Bifidobacterium sdo sensiveis a pH acido (ANVISA, 2007).
2.2 Formulacio e inocula¢io da cultura probidtica na polpa

Inicialmente as amostras foram formuladas utilizando diferentes concentracoes de
maltodextrina e inulina (Tabela 1). A cultura probiotica liofilizada Bifidobacterium
animalis ssp (DELVO®PRO LAFTI B94), foi hidratada diretamente na polpa da ameixa,
na concentragdo de 1% (p/p). O processo de fermentagdo das amostras ocorreu durante
22 horas a uma temperatura de 37°C em estufa BOD, de acordo com metodologia descrita

por Paim et al., (2016).
2.3 Otimizac¢ao do processo de microencapsulacio

Os diferentes tempos de congelamento (2, 4 e 6 horas), temperatura de
congelamento (-50, -100 e -150°C) e as diferentes concentra¢cdes maltodextrina e inulina
(3,0, 5,0 e 7,0%), foram analisados utilizando matriz de planejamento fatorial 2> com
repeticdo em triplicata no ponto central, resultando em 11 experimentos definindo assim,
as variaveis independentes do processo de microencapsulacao por liofilizagdo como

apresenta a Tabela 1.
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Tabela 1. Matriz do planejamento fatorial do processo de microencapsulagdo por

liofilizagao.
Variaveis independentes
Experimentos Tempo de Temperatura de Concentraciao
congelamento (horas) congelamento (°C) (%)
1 2 (-1) -50 (-1) 3,0 (-1)
2 6 (+1) -50 (-1) 3,0 (-1)
3 2(-1) -150 (+1) 3,0 (-1)
4 6 (+1) -150 (+1) 3,0 (-1)
5 2 (-1) -50 (-1) 7,0 (+1)
6 6 (+1) -50 (-1) 7,0 (+1)
7 2(-1) -150 (+1) 7,0 (+1)
8 6 (+1) -150 (+1) 7,0 (+1)
9 4(0) -100 (0) 5,0 (0)
10 4 (0) -100 (0) 5,0 (0)
11 4 (0) -100 (0) 5,0 (0)

Fonte: autor (2021)

Os efeitos das varidveis independentes na viabilidade das Bifidobacterium
animalis ssp, rendimento e a eficiéncia do processo de microencapsulagdo foram
analisados utilizando a metodologia de superficie de resposta. A andlise de variancia
(ANOVA) da otimizacdo do processo de microencapsulacdo por liofilizagao foi realizado

com nivel de probabilidade de 95%, com auxilio do software Statistica 7.0.
2.4 Microencapsulac¢io por liofilizacao

Para o processo de encapsulagdo da polpa da ameixa probidtica as amostras da
polpa da ameixa probiotica foram desidratas em liofilizador de bancada (modelo ALPHA
1-2 LD plus) a uma temperatura de -48°C e com pressao de 0,9 mbar durante 48 horas de

processo de desidratagao.
2.5 Rendimento do processo

O rendimento do processo de microencapsulacao foi calculado por meio da

divisdo em relacdo da massa final do material encapsulado e a massa da amostra inicial.
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Utilizando a seguinte equagao (1).
X
Rendimento(%): ExlOO(l)

Em que:
X ¢ a massa final do encapsulado (g), e X0 ¢ a massa total da amostra utilizado no inicio.

2.6 Viabilidade celular

A contagem microbiana probidtica foi realizada por diluicdo em série em 0,1%
(w/w) de dgua peptonada estéril, de acordo com a International Dairy Federation (2006).
Aliquotas foram inoculadas em agar MRS e incubado a 35 C por 72 h em potes
anaerobicos com sistema de remocdo de oxigénio (Interlab, Sao Paulo, Brasil), seguido

por contagem de unidades formadoras de colonias (UFC/g).
2.7 Eficiéncia do encapsulamento

A taxa de sobrevivéncia Bifidobacterium animalis spp foi calculada para
determinar a eficiéncia do processo microencapsulag@o probiotica por liofilizacao (DIAS

et al., 2018a). Utilizando a seguinte equacao (2).

logN

EE% =
& logNO

x100 (2)

Em que:

N ¢ o numero de células viaveis em p6 apo6s a liofilizagdo (UFC/g base seca), e NO € o
nimero de células vidveis antes do processo microencapsulacao por liofilizagao (UFC/g

seco base).
2.8 Propriedades fisicas do material encapsulado

As microcapsulas da ameixa probidtica foram caracterizadas quanto a densidade
aparente CAPARINO et al., 2012), densidade compactada (TONON et al., 2013), indice
de Carr (WELLS,1988) e Fator de Hausner (HAUSNER, 1967).

67



2.8 Caracterizacao fisico-quimica

As amostras probidticas foram caracterizadas fisico-quimicamente conforme as
metodologias descritas pelo Instituto Adolfo Lutz (1AL, 2008): pH em phmetro digital,
teor de agua por secagem direta em estufa a vacuo (70 ° C); cinzas por incineragao em

mufla a 550 ° C; acidez total titulavel por titulagio com NaOH 0,1 M.

Os carotenoides foram determinados de acordo com Lichtenthaler (1987), as
antocianinas e flavonoides foram determinadas de acordo com o método de Francis
(1982) e a determinagao dos compostos fenolicos totais foram realizadas pelo método de
Folin-Ciocalteu, descrito por Waterhouse (2006). Os agucares totais foram quantificados
pelo método da antrona segundo metodologia descrita por YEMN (1954). Os taninos
foram analisados segundo a metodologia descrita por Goldstein e Swain (1963),

utilizando a curva de acido tanico como padrao.
2.9 Viabilidade celular durante o armazenamento

As amostras foram acondicionadas em embalagens laminadas e armazenadas em
BOD a uma temperatura de 25°C durante 28 dias de armazenamento e protegidas de
quaisquer exposi¢des a luminosidade. A viabilidade das das Bifidobacterium animalis spp

foi analisada a cada 7 dias de intervalo.
2.10 Analise estatistica

Todos os experimentos desta pesquisa foram conduzidos em triplicata. A analise
de variancia (ANOVA) foi realizado com auxilio do software SISVAR, versao 5, seguido

do teste de Tukey ao nivel de 95% de confianga.

Os efeitos das variaveis independentes, temperatura de congelamento, tempo de
congelamento e concentracdo dos adjuvantes, sobre as varidveis dependentes,
rendimento, viabilidade celular e eficiéncia do processo de microencapsula¢do, foram
avaliados mediante analise de planejamento fatorial, com nivel de confianga de 95%,

utilizando o programa software STATISTICA, versao 7.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Caracterizacao fisico-quimica

Os valores médios obtidos da caracterizagao fisico-quimica da polpa da ameixa

probiotica microencapsulacgao por liofilizagao estao expressos na Tabela 2.

Tabela 2. Caracterizagao fisico-quimica das microcdpsulas da ameixa probiotica.

Experimentos  pH ézltc::l:lz Cinzas’> Umidade’ aw Arlg::)ltc;l;fs
P1 5.15¢ 2.62a 244 ¢ 3.46 be 0.220 e 29,99 e
P2 470 h 245b 2.50d 3.49 be 0.224 cd 27,39 f
P3 5.16 ¢ 2.36d 254 ¢ 3.76 a 0.228 ab 2892 ¢
P4 489¢g 2.35d 2.65b 3.51 bc 0.224 cd 29,69 e
P5 5.15¢ 2151 2.68 ab 3.55bc 0.227 be 39,70 b
Pé6 494 f 242 ¢ 2.67 ab 343 ¢ 0.220 e 40,63 b
P7 499 e 226 f 2.70 a 3.54 be 0.225 cd 42,72 a
P8 5.07d 232e 2.48d 3.47 be 0.225 cd 40,74 b
P9 520b 221¢g 212 f 3.61 ab 0.229 a 31,52 cd
P10 523 a 2.18h 2.14 f 3.60b 0.224d 31,87 ¢
P11 5.19b 221¢g 213 f 3.60b 0.229 ab 30,24 de

! 4cido latico (%), % (%), 3 (%), * (g 100! g'!). Médias seguidas das mesmas letras nas linhas nio diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p <0,05).

O pH das frutas e dos seus derivados ¢ um fator decisivo na utilizacao de polpa de
fruta na elaboragdo de produtos probidticos de origem vegetal, tendo em vista que as
bactérias do género das Bifidobacterium sao sensiveis a pH acido que a maioria das frutas
possuem, sendo necessario a neutralizagdo do meio para crescimento das bactérias. No
presente estudo, o experimento 10 apresentou a maior média para potencial
hidrogenidnico (pH), com valor de 5.23 diferindo dos demais experimentos (p < 0.05).
Massounga Bora et al., 2019 obteve resultados semelhantes ao desenvolver microcapsulas
de banana em po por liofilizacdo com pH inicial de 5.11. Para acidez total titulavel os
valores médios variam de forma significativa entre os experimentos, sendo que o
experimento 1 apresentou a maior média para este parametro, com valor de 2.62% (p <

0.05).

As microcapsulas apresentaram valores de cinzas variando de 2.12 a 2.70%,
respetivamente, essa variacgao significativa nos resultados tem relagdo com as diferentes

concentragdes de maltodextrina e inulina, uma vez que as microcépsulas elaboradas com
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maior concentracdo dos agentes carreadores promoveram aumento significativo no teor

de minerais de cada experimento (p < 0.05).

O processo de microencapsulagdo por liofilizagdo demostrou-se 6tima eficiéncia
na remocao da agua livre presente nas matrizes alimentares desenvolvidas no presente
estudo, sendo o maior valor médio foi obtido para o experimento 3, apresentando umidade
total de 3.76% e diferindo estatisticamente dos demais experimentos (p < 0.05). Dias et
al., 2018a apresentaram valores proximos para umidade em microencapsulas probidticas
do maracuja por spray-dried. Para atividade de d4gua das microcapsulas resultou em dados
semelhantes a umidade total, com valores bem reduzidos para este parametro, porém ao
analisar os dados estatisticamente nota-se que o experimento 9 apresenta maior valor
médio dentre os experimentos, com diferencga estatistica (p < 0.05). Valores semelhantes
foram obtidos por Li et al., 2018 para microencapsulacido da ameixa por spray-dried com
valores médios de variando de 0.4 a 0.2. Gonzalez et al., 2020 observaram valores com
variagdo mais elevada ao avaliar a influéncia da liofiliza¢do e caracteristicas fisicas do

caqui liofilizado.

Com relagao ao teor dos acticares totais, nota-se que os experimentos elaborados
com as maiores concentragdes dos agentes carreadores apresentaram teores de agucares
totais mais elevados, sendo o experimento 7 obteve maior teor de aglcares totais (p <
0.05), esse resultado tem relacao com as diferentes concentragdes maltodextrina e inulina
utilizadas na formula¢do das polpas probidticas, sendo que a inulina por ser
frutooligossacarideo e ter em sua composicdo quimica compostos organicos que sao
considerados adogantes influenciou de maneira mais direta neste resultado. Lacerda
Massa et al., 2020 estudando desenvolvimento de microcapsulas probidtica a partir do
subproduto da Jaboticaba por liofilizacdo, observam valor inferior com relacdo a

concentragdo dos agucares totais.
3.2 Caracterizacao fitoquimica

A composi¢ao quimica das microcapsulas em relacdo a concentragdo dos
compostos fenodlicos totais, flavonoides, antocianinas, carotenoides e taninos estdo

expressos na Tabela 3 os valores médios de cada parametro analisado.
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Tabela 3. Caracterizagdo dos compostos bioativos das microcapsulas da ameixa

probiotica.
Parametros
Experimentos Compostos Flavonoides Antocianina Carotenoides Taninos®
Fenolicos Totais? s Totais® Totais*
Totais!
P1 1095.11h 95.46 ¢ 27.12d 72,97 b 5378.04d
P2 1157.83 1 96.30 c 32.84Db 72,220 6270.31 c
P3 1002.05d 92.04d 24.61 ¢ 72,98 b 5218.28 ¢
P4 1193.58 ¢ 92.03d 29.53 ¢ 73,83 b 6522.66 b
Ps 8355.12¢ 91.17d 2944 c 44,45 ¢ 5020.36 £
P6 8233.29f 99.38b 13,70 g 47,58 cd 4961.75fg
P7 8958.56 ¢ 83.87 f 16,26 £ 42,20 £ 5079.46 £
P8 8775.59d 8532e 15,98 £ 46,16 de 4828.40 g
P9 9506.73 b 120.98 a 3554 a 95,49 a 6764.02 a
P10 9615.77 a 120.81 a 34.70 ab 96,71 a 6750.24 a
P11 9588.80 a 120.28 a 3547 a 95,84 a 6703.34 a

'mg EAG (equivalente 4cido gélico) 100 g*!, 2 (ug/100g), * (mg/100g), * (ng/100g), > mg EAT (equivalente
de 4cido tanico) 100 g!. Médias seguidas das mesmas letras nas linhas ndo diferem estatisticamente pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade (p <0,05).

De acordo com esta tabela, os experimentos 10 e 11 apresentaram maior
concentracao dos compostos fenolicos totais, com valores médios variando de 9588.80 a
9615.77 mg EAG, obtendo diferenga significativa (p < 0.05). Baji¢ et al., 2020
observaram valores inferiores para compostos fendlicos totais em bagaco da ameixa
liofilizado utilizando diferentes concentragdes de maltodextrina. Santos monteiro et al.,
2020 também obteve valores inferiores aos demostrados nesta pesquisa estudando
composicao dos fenolicos em microcapsulas probidtica de maracuja com teores variando

de 12.83 a22.0 mg EAG.

Os resultados obtidos para flavonoides, antocianinas, carotenoides apresentaram
comportamento estatistico semelhante, tendo em vista que as amostras que correspondem
aos experimentos 9, 10 e 11 possuem as maiores médias para estes compostos bioativos,
e analisando os valores estatisticamente, nota-se que estes experimentos apresentam
diferenca significativa quando comparado com os demais dados para cada respetivo

composto organico (p <0.05). Paim et al., 2016 avaliaram o teor dos compostos bioativos
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da jussara probidtica microencapsulada por atomizagdo e concluiram que as amostras
formuladas 50% maltodextrina e 50% de unulina apresentaram uma maior reteng¢do dos

compostos bioativos.

Os teores de taninos totais das microcapsulas probidticas apresentam valores
elevados em todos os experimentos desenvolvidos nesta pesquisa, porém o experimento
9 possui uma concentragdo de 6764.02 mg EAT, com isso percebe-se que a média deste

experimento diferiu do restante das médias (p < 0.05).
3.3 Propriedades fisicas

As microcapsulas foram caracterizadas em relagdo as suas propriedades fisicas,
sendo analisado as densidades aparente e compactada, indice de Carr e fator de Hausner,
que sdo propriedades de fluxo extremamente importante para materiais em po. Os valores

médios obtidos para estas propriedades fisicas estao expressos na Tabela 4.

Tabela 4. Propriedades fisicas das microcapsulas da ameixa probiotica.

Experimentos Aparente! Compactada? Indice de Carr® Fator de Hausner

Pl 0.491 a 0.516 abc 475k 1.04 g
P2 0.486b 0.528 abc 7.92 ] 1.08 f
P3 0.484 ¢ 0.530 ab 8.72 1 1.08 ef
P4 0.476 d 0.525 abc 8.78 h 1.08 ef
P5 0.434 h 0.504 cde 14.01% 1.15a
P6 0.449 ¢ 0.540 a 1140 e 1.12 be
P7 0.456 ¢ 0.505 bed 972 ¢ 1.10 de
P8 0.453 f 0.506 bed 10.31 f 1.11cd
P9 0.422 h 0.480 ¢ 12.19d 1.12 be
P10 0.424 j 0.486 de 12.71 b 1.13b
P11 0.426 1 0.482 de 12.50 ¢ 1.12 be

Densidade aparente (g cm™), Densidade compactada (g cm™), Indice de Carr (%). Médias seguidas das

mesmas letras nas linhas ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p <0,05).

Os resultados comprovam que os pré-tratamentos utilizados nesta pesquisa
influenciam diretamente nas propriedades fisicas dos pos obtidos pela microencapsulagao

por liofilizagdo. A densidade aparente foi significativamente maior para as amostras
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elaboradoras com as menores concentragdes dos agentes carreadores do processo de
liofilizagdo. Além da influéncia dos agentes carreadores, microencapsulacdo por
liofilizagdo promove alteragdo irregular na estrutura morfoldgica formando areas ocas
entre as particulas, podendo aumentar o volume e diminuir de forma significativa a
densidade aparente (DADI et al., 2020). A densidade compactada o material encapsulado
também apresentou efeito significativo entre as amostras analisadas, com redu¢do nos
valores destas propriedades em func¢do do acréscimo das concentragdes agentes

carreadores.

Os indices de Carr dos materiais apresentaram variacao com efeito significativo
entre os experimentos, com valores variando de 4.75 a 14.01%, respectivamente. Com
relacdo os fatores de Hausner os dados também apresentaram discrepancia significativa
para os diferentes experimentos desenvolvidos na presente pesquisa, com valor maximo
de 1.15. Reddy et al., 2014 classificou os materiais em p6 em funcdo a sua eficiéncia de
fluxo, em que valores de indice de Carr de 0-15% sdo classificados como excelente e fator
de Hausner de 1.00-1.11 sdo classificados como excelente e valores 1.12-1.18 estdo na
categoria de 6timo. No tocante destes resultados, as microcapsulas sao possuem excelente
taxa de fluxo com relagdo aos indices de Carr e para os fatores de Hausner as
microcapsulas foram classificadas variando de excelente para 6timo. Vivek et al., 2019
analisando microcapsulas de fruta Sohiong probidtico por atomizagdo obteve valores

inferiores de taxas de fluidos.
3.4 Otimizac¢ao do processo de microencapsulacio da polpa da ameixa probiotica

As microcipsulas da ameixa probiotica por liofilizacdo foram elaboradas
seguindo 11 experimentos de trés varidveis independentes (temperatura de congelamento,
tempo de congelamento e concentragdo dos agentes carreadores de acordo a Tabela 1 e
tendo com varidveis de respostas viabilidade da célula da Bifidobacterium animalis spp,
rendimento do processo e a eficiéncia da microencapsulagdo por liofilizagdo. Para cada

variavel de resposta foram gerados graficos de superficie.
3.5 Viabilidade celular na polpa probiotica

De acordo com os resultados obtidos, as diferentes varidveis independentes

utilizadas nesta pesquisa apresentaram efeitos significativos em relacdo a viabilidade
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celular da B. animalis spp nas

observado na Figura 1 A.
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Figura 1. Grafico de pareto e superficie de resposta para viabilidade celular da B.
animalis spp: (a) Gréfico de pareto; (b) temperatura de congelamento e concentracao dos

agentes carreadores; (¢) tempo de congelamento e concentracao dos agentes carreadores,

(d) temperatura de congelamento e tempo de congelamento.

Nota-se que o maior efeito sobre a concentracdo das células foi por meio da
influéncia da temperatura de congelamento, em que as amostras que foram submetidas a
temperatura de -150°C (Figura 1B e D), apresentaram maior concentrac¢do, variando de
2.32a2.72 (logl1 ufc/g). WANG et al., 2020a estudando a influéncia da temperatura de

congelamento na sobrevivéncia Lactobacillus plantarum strains ap6s liofilizagao, conclui
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que a temperatura de -196°C obteve maior taxa de sobrevivéncia. Resultados semelhantes
foram encontrados por Dias et al., 2020b com concentrag¢ao de B. animalis spp em bebida

ndo lactea microencapsulada por atomizagao.

Com relagdo as demais variaveis, tais como a tempo de congelamento e as
concentragdes dos agentes carreadores, percebe-se que quanto menor for o tempo de
exposicao do material durante o congelamento, maior serd a viabilidade das células. A
otimizagdo do processo de congelamento das amostras antes da liofilizagdo ¢ de suma
importancia, principalmente quando o material em questdao contém células vivas (WANG
et al., 2019b). Para as diferentes concentracdes dos agentes, as microcapsulas elaboradas
com maior concentracdo dos agentes carreadores, apresentaram maiores concentragdes
de células probidticas. A viabilidade das células das microcapsulas da ameixa probiotica
por liofilizacdo possuem valores de célula acima da concentragdo minima de 6,0 log UFC/
g, de acordo com as diretrizes recomendadas pela FAO/OMS (2003) sendo estd a

quantidade adequada para promover a satide do hospedeiro.
3.6 Rendimento do processo

O processo de microencapsulagdo da ameixa probidtica por liofilizacao
demonstrou que as diferentes varidveis do processo cuminaram na ineficiéncia do
processo em relacdo ao rendimento final das microcépsulas, por conter baixo rendimento

como pode ser observado na Figura 2A.
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Figura 2. Grafico de pareto e superficie de resposta para rendimento do processo: (a)
Grafico de pareto; (b) temperatura de congelamento e concentracdo dos agentes
carreadores; (c) tempo de congelamento e concentragdo dos agentes carreadores, (d)

temperatura de congelamento e tempo de congelamento.

As variaveis independentes nao apresentaram efeitos significativos para este
parametro. Mesmo sem conter efeito significativo, foi possivel obter os graficos de
superficie de resposta para o rendimento do processo. Analisando a Figura 2B e C,
percebe-se que as microcapsulas elaboradas com as maiores concentragdes dos agentes
carreadores, possuem os maiores valores de rendimento para este estudo, variando de
19.36 a 19.89%, respectivamente. Li et al., 2018 encontraram valores superiores para
rendimento para microcapsulas elaboradas por spray-dried com valor de 57.36% para
amostra com adi¢ao de 7:3 de maltrodextrina e goma arabica. Hamid et al., 2020 também

obteve resultados superiores na obtencdo de microcépsulas de romd selvagem por
liofilizagao.
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3.7 Eficiéncia da microencapsulacio por liofilizacao

A avaliacdo da eficiéncia da microencapsulagdo foi realizada por meio de uma
relacdo da concentragdo inicial das células probidticas com a concentragdo apds o
processo de liofilizagdo. A adic¢ao das diferentes concentracdes dos agentes carreadores e
da temperatura de congelamento promoveu efeito significativo em relagdo a eficiéncia da

encapsulacdo da B. animalis spp nesta matriz alimentar como apresentado na Figura 3A.
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Figura 3. Grafico de pareto e superficie de resposta para eficiéncia do processo: (a)
Grafico de pareto; (b) temperatura de congelamento e concentracdo dos agentes

carreadores; (c) tempo de congelamento e concentragdao dos agentes carreadores, (d)

temperatura de congelamento e tempo de congelamento.

Os resultados comprovam exceléncia do processo, uma vez que a eficiéncia
obteve valores variando de 72.10 a 97.50%. Conforme apresentado na Figura 3B e C, as

microcapsulas elaboradas com as maiores concentracdes dos agentes carreadores
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apresentaram os melhores indicies de eficiéncia. Além da influéncia exercida da
maltodextrina no processo de encapsulagdo, inulina ¢ um frutooligossacarideo sendo
considerado um 6timo substrato para o desenvolvimento de bactérias probioticas, pois
fornece todos os nutrientes necessarios. Estudo analisou o crescimento de bactérias do
género das bifidobactérias em diferentes fontes de fibras, incluindo a inulina e cepas de
B. animalis subsp. Animalis, e B. bidifum, B. longum desenvolveram com quantidade
suficiente para ser classificados como produtos probiodticos, com valores acima de 6,0 log

UFC/ g (SELAK et al., 2016).

Assim com os agentes carreadores, experimentos submetidos as temperaturas
mais criticas, apresentaram os melhores resultados em termo de eficiéncia do processo de
encapsulacdo por liofilizagdo. Menores taxa de eficiéncia foram obtidos por Viker et al.,
2021b para microcapsulas de fruta Sohiong probiodtico por pulverizagdo. Resultados
semelhantes foram encontrados por Namia et al.,, 2020 estudando o impacto da
microencapsulacio Lactococcus lactis ABRIINW-N19 em suco de laranja, com taxa de

eficiéncia acima de 98,4% por liofilizacao.
3.8 Armazenamento da polpa em po probiotica

A Tabela 5 mostra os valores médios obtidos para as alteragdes na viabilidade da
B. animalis subsp durante o periodo 28 dias de armazenamento a uma temperatura de

25°C.

Tabela 5. Avaliacdo da viabilidade da B. animalis subsp (UFC/g) nas microcépsulas da

ameixa probiotica.

Experimentos DIA 1 DIA 7 DIA 14 DIA 21 DIA 28

P1 2.15a 1.99b 1.82¢ 1.66 d 1.35¢
P2 2.57a 2250 2.06c¢ 1.78 d 142e
P3 274 a 2.00b 1.82¢ 1.52d 1.45d
P4 232a 2.15b 1.94c 1.67d 145e
P5 2.59a 2400 2.17c¢ 1.77d 1.48 ¢
P6 238a 2.05b 1.95b 1.50 ¢ 1.23d
P7 245a 2.05b 1.98b 1.59¢ 1.20d
P8 2.50a 2.09b 1.92¢ 1.51d 1.18 e
P9 246 a 2.02b 1.96 b 149 ¢ 1.29d
P10 246 a 2.04b 1.97b 1.48 ¢ 1.29d
P11 248 a 2.02b 1.97b 1.48 ¢ 1.25d

Logi1 UFC/g. Médias seguidas das mesmas letras nas linhas ndo diferem estatisticamente pelo teste de
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Tukey a 5% de probabilidade (p <0,05).

De maneira geral, nota-se que durante o armazenamento houve uma redugao
significativa na viabilidade da B. animalis subsp nas microcapsulas em todos os
experimentos desenvolvidos nesta pesquisa em func¢do dos dias de armazenamento que
as amostras foram submetidas (p < 0.05). No entanto, os resultados desta pesquisa
comprovam que o processo de microencapsulacdo da polpa da ameixa probidtica por
liofilizagdo possui 6timo desempenho, uma vez que durante todo periodo de
armazenamento as microcapsulas apresentaram valores de (logi1 ufc/g), ou seja, o sem
redu¢do no ciclo logaritmico durante os 28 dias de armazenamento que as amostras foram

submetidas.

Nossos resultados foram superiores aos valores médios obtidos por Corpas Iguard
et al., 2020 para sobrevivéncia da B. animalis subsp em microcapsulas de banana por
atomizagdo, em que ocorreu reducao do ciclo logaritmo durante todo processo de
armazenamento. Estudo desenvolvido por Cedran et al.,, 2021 analisaram o
comportamento da B. animalis subsp microenpasulada em residuos de jabuticaba por
liofilizagdo apresentou resultados semelhante para viabilidade das células probidticas

durante 0 armazenamento.
4. CONCLUSOES

O desenvolvimento de microcapsulas da ameixa probidtica por liofilizacdo
utilizando diferentes concentragdes dos agentes carreadores, diferentes temperaturas de
congelamento e tempos de congelamento promoveu 6tima estabilidade, uma vez que as
microcapsulas apresentaram valores reduzidas de teor de dgua e atividade de 4gua. Além
disso, as analises quimicas comprovam que as amostras possuem valores elevados de
compostos bioativos, principalmente compostos fenolicos totais e taninos evidenciando
as propriedades bioativos das microcapsulas probidticas. As caracteristicas fisicas das
microcapsulas foram influenciadas pela adi¢do das diferentes concentragdes dos agentes
carreadores, uma vez que o aumento na concentracdo de maltodextrina e inulina
promoveu uma redugdo significativa em relagdo as densidades aparente e compactada,
porém o indice de Carr e fator Hausner classificou as microcapsulas com taxa de fluxo
variando de excelente para 6timo. Com relagdo a viabilidade das células probioticas,

todos os experimentos apresentaram valores de logir UFC/g com eficiéncia
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microencapsulacdo acima de 70%. Durante o armazenamento, as microcdpsulas
apresentaram uma reducao significativa na viabilidade das células probioticas, porém o

ciclo logaritmo permaneceu o mesmo durante a etapa do armazenamento.
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